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PREFACIO 


Esta é uma obra audaciosa. De um lado, ela contém a saudável ousadia 
de congregar o conhecimento científico e tecnológico disponível no campo 
da biotecnologia em suas aplicações nas áreas da saúde e da agroindústria. 
Do outro, é o resultado do trabalho de 376 autores, todos com destacada 
atuação na vida acadêmica brasileira e internacional. 

Os quatro volumes de Biotecnologia Aplicada à Saúde: Fundamentos 
e Aplicações e Biotecnologia Aplicada à Agro&Indústria: Fundamentos e 
Aplicações, ao reunir uma centena de artigos, expressam diversidade temá- 
tica de tal grandeza que desaconselha sua sumarização neste espaço. Este 
conjunto ainda conseguiu agregar, por meio de textos sucintos e objetivos, 
os passos mais recentes da biotecnologia com os conhecimentos clássicos 
que estavam registrados em diferentes publicações. Em cada capítulo são 
apresentadas as raízes que sustentam as técnicas e os modelos apresenta- 
dos pelos autores. Pensando no aprendizado de estudantes — e também nos 
passos de profissionais que se interessem em introduzir-se na biotecnolo- 
gia utilizando técnicas recentes e sem restrições de modelos celulares —, os 
textos apresentam as metodologias e os procedimentos para a realização 
de experimentos. 

Assim, temos em mãos uma obra didática que vem a contribuir com nos- 
sos cursos de graduação e de pós-graduação, de alguma maneira dedicados 
à biotecnologia e/ou às áreas da saúde e da agroindústria. 

Há ainda mais uma grande virtude neste trabalho organizado pelos pro- 
fessores Rodrigo Resende e Carlos Ricardo Soccol: sua sintonia com as 
necessidades atuais da ciência brasileira em uma área estratégica para o país. 

A biotecnologia é uma das disciplinas nas quais mais facilmente podemos 
enxergar o impacto social da ciência. Por exemplo, o diagnóstico e trata- 
mento de muitas doenças são fruto do uso da biotecnologia na saúde humana 
e animal, assim como a redução no uso de agrotóxicos na agricultura. 

Nas últimas duas décadas, a ciência brasileira deu um grande salto. 
Resume esse avanço o fato de termos passado de posição intermediária para 
posição de relativo destaque na produção científica mundial. Contudo, três 
grandes desafios se apresentam correntemente: aumentar o impacto da ciên- 
cia brasileira na ciência mundial; dar à ciência e tecnologia posição de pro- 
tagonista do desenvolvimento econômico, social e cultural do país; expan- 
dir o sistema de produção científica, hoje baseado no mundo acadêmico, 
para o mundo empresarial. 
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Considerando ainda que a biotecnologia é uma área das mais promisso- 
ras para o nosso desenvolvimento sustentado, está mais do que entendida a 
importância desta obra em todos os contextos em que ela se encaixa. 

Ademais, Biotecnologia Aplicada à Saúde: Fundamentos e Aplicações e 
Biotecnologia Aplicada à Agro& Indústria: Fundamentos e Aplicações reve- 
lam a abrangência da biotecnologia brasileira e sua inserção dinâmica em 
nossa vida científica. Os 376 autores estão distribuídos por 39 universi- 
dades e 27 institutos de pesquisa, e atuam em mais de 150 programas de 
pós-graduação. 

Como presidente de uma instituição cuja principal missão é trabalhar 
para o progresso da ciência no Brasil, entendo que a chegada desta obra 
deve ser comemorada, e seu conteúdo — pertinente e atual — certamente vai 
ajudar a biotecnologia a acelerar a ciência brasileira e seu protagonismo na 
vida nacional. 


Helena B. Nader 

Professora Titular de Biologia Molecular, 
Escola Paulista de Medicina, UNIFESP 
Presidente da Sociedade Brasileira 

para o Progresso da Ciência (SBPC) 


APRESENTACAO 


Antes de qualquer consideração, devo destacar a enorme satisfação em 
ter sido convidado para efetuar a presente “Apresentação”, motivo pelo qual 
agradeço aos organizadores Rodrigo R. Resende e Carlos Ricardo Soccol 
pela grata oportunidade. 

Trata-se de uma sequência de quatro livros, sendo três deles (volumes I ao 
HI) intitulados Biotecnologia Aplicada à Saúde: Fundamentos e Aplicações, 
e o quarto (Volume IV), Biotecnologia Aplicada à Agro& Indústria: 
Fundamentos e Aplicações. O Volume I está dividido em 4 partes que com- 
preendem 19 capítulos; o Volume II, 4 partes e 28 capítulos; o Volume III, 
5 Partes e 26 capítulos; e o Volume IV, 6 partes e 27 capítulos, ou seja, um 
global de 19 grandes tópicos e 100 capítulos. Certamente o esforço dos 
organizadores foi muito significativo, pois acionaram nada menos do que 
376 autores de capítulos, que militam em 69 instituições de ensino e pes- 
quisa no Brasil. 

Parte significativa desta sequência de livros se dedica ao desenvolvimento 
de bioprocessos para a produção de produtos de alto valor agregado, utili- 
zados, por exemplo, na área de saúde humana e animal, sendo parte deles 
através do emprego de células alteradas geneticamente, de forma a se contar 
com agentes de conversão mais adequados, bem de acordo com os atuais 
desenvolvimentos relacionados à moderna biotecnologia. 

Deve-se ressaltar, como algo de grande importância, a preocupação nos 
vários capítulos com a descrição de procedimentos experimentais detalha- 
dos, objetivando um mais rápido aprendizado das técnicas disponíveis na 
moderna biotecnologia. 

Assim sendo, tenho a certeza de que este conjunto de quatro livros irá em 
muito acelerar o desenvolvimento da biotecnologia em nosso país. Trata-se 
de uma obra necessária para o ensino e a pesquisa da biotecnologia, tanto 
na graduação quanto na pós-graduação. Cabe, portanto, cumprimentar os 
organizadores pela iniciativa e esforço para concretizar a presente obra. 


Prof. Dr. Willibaldo Schmidell 

Professor Titular (Aposentado) na Escola Politécnica da USP 
Professor Visitante 

Depto. Engenharia Química e Eng. de Alimentos 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) 


VETORES E CLONAGEM 


NOVAS TECNICAS DE 
RECOMBINACAO EM 
MICRORGANISMOS: 
ENGENHARIA 
GENETICA PELA 
TECNOLOGIA 

DO DNA 
RECOMBINANTE 


Edson Júnior do Carmo 
Márcia Neiva 


Spartaco Astolfi-Filho 


1.1 INTRODUCAO 





ONLY O 


À elucidação da estrutura do DNA por Watson e Crick! em 1953 foi um 
marco para a biologia molecular, e os anos que se seguiram foram ricos em 
descobertas sobre sua replicação, transcrição e expressão. Nesse período 
estabeleceram-se as bases para a síntese química de DNA e desvendaram-se 
também o código genético e o processo de regulação da expressão gênica em 
seres procariontes (bactérias). Nessas duas décadas de 1950 e 1960, extre- 
mamente profícuas nas descobertas que desvendaram o dogma central da 
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biologia molecular, essa área de pesquisa era sem dúvida a mais acadêmica 
das áreas das ciências biológicas. Entretanto, foi nesse período que as bases 
foram estabelecidas para o surgimento da Tecnologia do DNA Recombinante 
(TDR), a qual também pode ser denominada de engenharia genética moderna. 

No início dos anos 1970, dois grupos do estado da Califórnia (Estados 
Unidos) inventaram dois processos diferentes de se realizar recombinação 
de DNA de espécies diferentes in vitro. Em 1971, o grupo de Paul Berg (da 
Stanford University) construiu in vitro a primeira molécula de DNA recom- 
binante, um híbrido de DNA de bacteriófago lambda e do vírus SV-402, 
sendo que por razões de ordem ética e de biossegurança essa molécula 
híbrida não foi introduzida na bactéria Escherichia coli. Em 1973, Herbert 
Boyer (University of California at San Francisco) e Stanley Cohen (Stanford 
University) construíram moléculas híbridas de plasmídeos bacterianos” e 
também introduziram DNA ribossomal de sapo em um plasmídeo, e essas 
moléculas híbridas foram então introduzidas na bactéria E. coli, em que 
mostram a capacidade de replicação conferida pelos plasmídeos. 

O conjunto de ferramentas e técnicas utilizadas no âmbito da TDR veio 
sanar limitações metodológicas existentes até então e tornou possível o isola- 
mento de genes específicos a partir do DNA das mais diversas fontes. Assim, 
possibilitou que se estudasse melhor a regulação desses genes, em especial os 
provenientes de eucariotos. Além disso, essas técnicas viabilizaram a recom- 
binação gênica entre espécies distintas, abrindo a possibilidade de criação 
de organismos não encontrados na natureza, os denominados transgênicos. 
Esses organismos, por sua vez, podem ser utilizados para diversos estudos 
ou para a área de biotecnologia industrial, especialmente nos setores agro- 
pecuário e farmacêutico. 

Até o surgimento dessa tecnologia, no setor farmacêutico industrial as 
principais fontes disponíveis para a obtenção de proteínas e outras molécu- 
las para uso terapêutico eram animais e plantas. Nesse contexto, a insulina 
humana que era obtida por processo de extração de pâncreas de boi e porco 
passou a se produzida por E. coli geneticamente manipulada, resultando 
no primeiro produto recombinante de uso clínico aprovado pela Food and 
Drug Administration (FDA, a agência regulatória de medicamentos e ali- 
mentos dos Estados Unidos) no início da década de 1980, e abriu as portas 
para uma nova era na obtenção de proteínas em larga escala. Desde então, 
o termo biofármaco começou a ser utilizado para designar os produtos tera- 
pêuticos obtidos com o uso da TDR e iniciou-se um intenso processo de 
desenvolvimento técnico, objetivando a utilização de outros microrganismos 
como leveduras e fungos filamentosos. 


Novas Técnicas de Recombinação em Microrganismos: Engenharia Genética pela Tecnologia do DNA Recombinante 


Dados recentes mostram que no mercado existem 151 produtos recombi- 
nantes aprovados para uso terapêutico pela FDA e pela European Medicines 
Agency (EMEA). Aproximadamente 50% deles são obtidos com o uso de 
microrganismos, sendo que 30% dessas proteínas são produzidas por E. 
coli*, que ainda é o sistema mais amplamente utilizado tanto para clonagem 
quanto para a expressão de proteínas heterólogas. Isso se dá pela facilidade 
de manuseio, crescimento rápido, fácil mudança de escala de produção e 
custo relativo baixo. No entanto, embora a E. coli ainda ocupe esse posto de 
destaque, a demanda pela produção eficiente de proteínas mais complexas, 
com modificações pós-traducionais, que não são feitas em bactérias, prin- 
cipalmente glicoproteínas e em especial anticorpos monoclonais (do inglês 
monoclonal antibodies, mAbs), levou ao desenvolvimento de sistemas eficien- 
tes de produção desses tipos de moléculas baseados em células de mamíferos 
em cultura. Para produção de mAbs em larga escala utilizam-se, atualmente, 
células de mamífero da linhagem CHO (do inglês chinese hamster ovary), 
geneticamente programadas contendo genes de anticorpos monoclonais. 

Hoje, cerca de quarenta anos após o início da engenharia genética (TDR), ana- 
lisando a evolução da área, podemos dizer que a TDR foi uma evolução natural 
da biologia molecular, pois um de seus maiores trunfos atuais é a possibilidade de 
sintetizar quimicamente genes naturais ou desenhados por nós. Essa técnica foi 
desenvolvida em grande parte pelo grupo liderado por H. G. Khorana’, que tra- 
balhou em diversas Instituições nos Estados Unidos, inclusive no Massachussets 
Institute of Technology (MIT). Essa facilidade, turbinada pelo advento da auto- 
matização da reação em cadeia da polimerase (do inglês polymerase chain 
reaction — PCR), popularizou outra forma de denominar o conjunto das técnicas 
atuais avançadas de engenharia genética, engenharia de proteínas e engenharia 
metabólica: “biologia sintética”. Além disso, podemos dizer que graças a essa 
tecnologia, a biologia molecular deixou de ser essencialmente acadêmica e passou 
a ser a área das ciências biológicas com maiores possibilidades de aplicações no 
setor industrial. 

Neste capítulo, veremos uma síntese das principais ferramentas utiliza- 
das na Tecnologia do DNA Recombinante, seu uso e evolução, assim como 
exemplos de aplicação na área farmacêutica. 


1.2 AS FERRAMENTAS DA TDR 


De modo sucinto, a TDR pode ser definida como um conjunto de téc- 
nicas que possibilita a manipulação e combinação de sequências gênicas 
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provenientes de diferentes organismos com os mais diversos fins. No labo- 
ratório, quando estamos isolando genes e construindo células/seres trans- 
gênicos, também dizemos que estamos realizando “Clonagem Molecular de 
Genes”. O processo de clonagem molecular baseia-se principalmente em 
quatro passos principais, a saber: 


1) Seleção e isolamento de uma sequência de DNA ou um gene a ser clonado. 

2) Seleção de um elemento transportador dessa sequência clonada para uma 
célula hospedeira, denominado vetor genético. 

3) Ligação da sequência a ser clonada ao vetor genético e inserção do con- 
junto gene/vetor na célula hospedeira. 

4) Seleção de células hospedeiras possuidoras da marca do vetor que indica 
que tais células incorporaram o DNA de interesse. 


A molécula recombinante é introduzida em uma célula hospedeira (Figura 
1.1), na qual se multiplica autonomamente ou em paralelo ao genoma hos- 
pedeiro. À medida que a célula hospedeira receptora do DNA recombinante 
vai se dividindo, o material recombinante também se divide e é transmitido 
às células filhas, formando, assim, um clone de células iguais. Como conse- 
quência, o gene ou o fragmento de DNA de interesse é amplificado muitas 
vezes e pode ser isolado e caracterizado. 

No processo de clonagem molecular são utilizados diferentes instrumen- 
tos (ferramentas) moleculares, que serão apresentados a seguir. 


1.2.1 Endonucleases de restrição 


Enzimas que clivam moléculas de ácidos nucleicos são chamadas de 
nucleases. As que clivam as moléculas no seu interior são denominadas de 
endonucleases, enquanto as que degradam os ácidos nucleicos de suas extre- 
midades para o interior são chamadas de exonucleases. 

As endonucleases de restrição são consideradas enzimas-chave no pro- 
cesso de clonagem molecular. São enzimas que naturalmente fazem parte do 
sistema de defesa de um microrganismo procarionte, protegendo-o contra 
a invasão de DNA exógenos, por exemplo, de um vírus cujo genoma seja 
de DNA que queira infectar a célula. Essas enzimas reconhecem sequências 
específicas do DNA dupla fita e têm a capacidade de cortar seletivamente o 
DNA estranho em regiões específicas, denominadas sítios de restrição. É essa 
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Figura 1.1 Exemplo de clonagem molecular — construção de uma biblioteca genômica. O vetor de clonagem, no caso o plasmideo 
pUCT8, é digerido com a enzima de restrição EcoR| e então tratado com fosfatase alcalina. O DNA cromossomal é digerido com a mesma 
enzima de restrição, e a seguir os fragmentos são ligados ao plasmídeo pela DNA ligase, resultando em um conjunto de plasmídeos 
recombinantes pRECs. Esses plasmídeos são, então, inseridos nas células hospedeiras, num processo denominado de transformação 
genética. Tais células, por sua vez, são plaqueadas em meio seletivo. 
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habilidade que torna as endonucleases de restrição ferramentas importante 
na manipulação de ácidos nucleicos. 

As endonucleases de restrição utilizadas em engenharia genética são ori- 
ginárias de microrganismos e podem ser classificadas em três tipos (tipos 
I, II e III), de acordo com a especificidade de ação, cofatores e substratos 
requeridos. Como os mecanismos de ação das enzimas do tipo Ie tipo II 
são mais complexos e não são muito utilizados em engenharia genética, esses 
tipos não serão abordados neste capítulo. 

As enzimas do tipo II são empregadas para esse fim por reconhecerem 
sequências nucleotídicas específicas, geralmente palindrômicas. Uma sequên- 
cia palindrômica, ou simplesmente palíndromo, é um segmento de DNA em 
que as duas fitas têm a mesma sequência, tanto quando uma fita é lida da 
esquerda para a direita como quando a outra é lida da direita para esquerda. 
Ao reconhecer um palíndromo específico, as enzimas de restrição cortam 
DNA dupla fita, na sequência de reconhecimento, deixando os fragmentos 
com dois tipos de extremidades possíveis: extremidades coesivas (stick ends) 
ou extremidades abruptas (blunt ends). 

A enzima de restrição BamHI, como pode ser observado na Figura 1.2, 
reconhece a sequência 5-GGATCC-3º e, após o corte, origina extremidades 
de DNA coesivas (stick ends), com extremidades 5º protuberantes. Do mesmo 
modo, a enzima PstI reconhece a sequência 5º-CTGCAG-3" e o corte origina 
extremidades também coesivas, mas dessa vez a extremidade protuberante é 


g 
5' GGATCC3' 5' CTGCAG3' 5'TTTAAA3’ 
ey 3’GACGTC5’ 3'AAATTT5’ 
BamHI Psil Dral 


5'G  GATCC3’ 
3'CCTAG C5’ 


5/CTGCA G3’ 
3’G  ACGTCS’ 


Sree AAA3’ 
3' AAA TTTS” 


Figura 1.2 Esquema ilustrativo dos tipos de corte de enzimas de restrição. (a) Enzima Bambl: extremidade 5" coesiva, (b) enzima Psht: 
extremidade 3” coesiva, (c) enzima Dral: extremidade abrupta. Note que as sequências de reconhecimento são palíndromos. 
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a 3º. Diferentemente, outros tipos de enzimas, como a enzima Dral, clivam a 
sequência de reconhecimento na mesma posição nas duas fitas de DNA, origi- 
nando extremidades de DNA abruptas em fita dupla (blunt ends). 

É importante frisar que um dos passos da construção de uma molécula de 
DNA recombinante é a ligação ou união entre fragmentos, e as extremida- 
des coesivas geradas pelo corte podem ser pareadas por complementaridade 
e ligadas eficientemente pelas DNA ligases. Nesse sentido, é também possível 
ligar fragmentos de DNA obtidos por cortes de enzimas diferentes desde que 
tenham extremidades compatíveis, como no caso dos cortes com BamHI e 
BglII (Figura 1.3). Fragmentos de DNA de extremidades abruptas podem ser 
ligados, porém o são com menos eficiência. Para contornar essa limitação, o 
pesquisador pode aumentar a quantidade de DNA ligase no sistema de ligação. 

As sequências de reconhecimento são, na maioria das vezes, de quatro ou 
seis nucleotídeos. No entanto, há enzimas de cortes raros que reconhecem e 
clivam um ponto específico de uma sequência de oito nucleotídeos ou de até 
mais nucleotídeos. Enzimas de cortes raros, como Notl e Pacl, que reconhe- 
cem sequências de oito nucleotídeos, são interessantes em estratégias de clo- 
nagem molecular, pois têm menos chances de ser encontradas ao longo das 
sequências do DNA-alvo. 


5‘GGATCC3’ 5'AGATCT3’ 

Sf or z 3'TCTAGAS’ 

| BamHI [pem 
5'G GATCC3* 5'A GATCT3* 
3! CCTAG Co” 3! TCTAG AS” 


| União das extremidades compatíveis 


5’GGATCT3’ 
3'CCTAGAS’ 


Figura 1.3 Compatibilidade dos sítios de restrição. União de extremidades coesivas gerados por cortes produzidos por enzimas de 
restrição diferentes. 
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Uma maneira prática de se determinar a ocorrência de certo sítio na 
molécula é fazer um experimento de análise de restrição com a enzima e 
visualizar os fragmentos obtidos por eletroforese em gel de agarose. Na 
Figura 1.4 pode ser visualizada uma análise de restrição de plasmídeos 
recombinantes de clones de uma biblioteca de cDNA da glândula do veneno 
da serpente Bothrops atrox. Os cDNAs com extremidades colantes de Sfil 
foram ligados a moléculas do vetor pDNR-Lib, pré-digerido com a mesma 
enzima e tratados com fosfatase alcalina, e o conjunto inserido por eletro- 
poração em E. coli. Plasmídeos extraídos de doze diferentes clones recombi- 
nantes foram digeridos com a enzima de restrição Sfil e analisados por ele- 
troforese em gel de agarose para se determinar o tamanho dos fragmentos 
clonados. Um experimento dessa natureza pode tanto permitir a determina- 
ção dos tamanhos de fragmentos clonados quanto a quantidade de sítios 
presentes ao longo da molécula. 





Figura 1.4 Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos de restrição. Neste experimento foi possível mostrar que cDNAs 
de diferentes tamanhos foram clonados no plasmídeo pDNR-Lib. A visualização do DNA foi possível pela coloração com o composto 
fluorescente brometo de etídio. 


Em relação à nomenclatura, a denominação dada a uma enzima de res- 
trição é derivada do nome do microrganismo de onde é isolada, contendo 
também a identificação da cepa e um número correspondente à ordem cro- 
nológica de isolamento de enzimas daquela espécie. Por exemplo, a primeira 
enzima de restrição isolada da bactéria Bacillus globigii recebeu o nome 
de Bgll; a descoberta de outra enzima na mesma bactéria que reconhece 
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e clivava outro sítio de restrição foi nomeada de Bglll. Da mesma forma, 
enquanto a primeira enzima de restrição de Escherichia coli cepa R recebeu 
o nome EcoRI, na ordem cronológica, a quinta enzima isolada dessa cepa 
foi denominada EcoRV. Na Tabela 1.1, a seguir, são apresentadas algumas 
enzimas de restrição utilizadas em engenharia genética, suas sequências de 
reconhecimento e o microrganismo de origem. 


Tabela 1.1 Algumas das principais enzimas de restrição utilizadas em clonagem molecular 


ENZIMA DE SÍTIO DE CLIVAGEM 

















RESTRIÇÃO graag TIPO DE CORTE ORGANISMOS DE ORIGEM 
Alul AGCT Blunt Arthrobacter luteus 
BamHI GGATCC Stick Bacillus amyloliquefaciens 
Bglll AGATCT Stick Bacillus globigii 
BspMAI CTGCAG Stick Bacillus species M 
Dral TITAMA Blunt Deinococcus radiophilus 
EcoRI GAATTC Stick Escherichia coli 
Hoelll GGCC Blunt Haemophilus aegyptius 
Hpall CCGG Stick Haemophilus parainfluenzae 
Kpnl GGTACC Stick Klebsiella pneumoniae 
Noth GCGGCCGC Stick Nocardia otitidis-caviarum 
Pacl TTAATTAA Stick Pseudomonas alcaligenes 
Pstl CTGCAG Stick Providencia stuartii 
Pvul CGATCG Stick Proteus vulgaris 
Pvull CAGCTG Blunt Proteus vulgaris 
SnoBl TACGTA Blunt Sphaerotilus natans 
Xhol CICGAG Stick Xanthomonas holcicola 


É possível observar na Tabela 1.1 que as enzimas BspMAI e PstI reconhe- 
cem o mesmo sítio de clivagem. Quando duas ou mais enzimas de restrição 
reconhecem a mesma sequência nucleotídica, são chamadas de isosquizô- 
meros. Em engenharia genética, o emprego de isosquizômeros é vantajoso 
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principalmente para isolar ou produzir fragmentos de DNA com enzimas 
alternativas, aumentando as possibilidades de estratégias de clonagem. 


1.2.2 DNA ligase 


A DNA ligase é uma ferramenta fundamental para a formação de molécu- 
las recombinantes de DNA, pois essa enzima é, na maioria dos casos, respon- 
sável por selar eficientemente a união de duas moléculas diferentes. A DNA 
ligase promove a ligação fosfodiéster entre os grupos fosfato da extremidade 
5’ ea hidroxila da extremidade 3º de moléculas de DNA numa reação depen- 
dente de ATP e magnésio (Mg?) como cofator. Nas células, a ligase parti- 
cipa do processo de duplicação do DNA da ligação dos fragmentos de Oka- 
zaki e do processo de reparo das moléculas de DNA. As reações de ligação 
são mais eficientes em extremidades coesivas, que podem se emparelhar por 
complementaridade e deixar as extremidades 30H e 5ºP mais próximas para 
ocorrer a ligação. No entanto, extremidades abruptas também podem ser 
ligadas pela ação catalítica dessa enzima. À Figura 1.5 ilustra os detalhes da 
ação da T4 DNA ligase extraída de E. coli infectada com bacteriófagos T4. 


1.2.3 DNA polimerase | 


A primeira DNA polimerase isolada foia DNA polimerase I de Escherichia 
coli. Como todas as DNA polimerases conhecidas, ela catalisa a sintese de 
DNA utilizando como substrato nucleotideos trifosfatados (nucleosideos tri- 
fosfatos) e uma molécula de DNA fita simples preexistente a partir de um 
iniciador (primer). A nova fita é polimerizada no sentido 5º para 3º, como 
mostra a Figura 1.6. 

Além da atividade de síntese na direção 5’ para 3”, ela possui atividade 
de exonuclease tanto na direção 5º para 3” quanto 3’ para 5’. Umas das 
principais utilizações era a obtenção de sondas de DNA marcadas rodioati- 
vamente, num processo denominado nick-translation. 

A DNA polimerase I tem sido utilizada in vitro para diferentes propósi- 
tos, como, por exemplo: marcação de DNA por nick translation, síntese da 
segunda fita de cDNA, amplificação de fragmentos de DNA ou mesmo 
genes inteiros por meio de uma técnica conhecida como reação em cadeia 
da polimerase (PCR), que será explicada mais adiante neste capítulo. Para 
reações de PCR, utiliza-se a DNA polimerase I da bactéria Thermus 
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Figura 1.5 Mecanismo de ação da T4 DNA ligase. A enzima é ativada ao se ligar co nucleosídeo AMP a partir da reação com o ATP. 
O grupo AMP-enzima liga-se covalentemente ao grupo fosfato 5” exposto, facilitando que o átomo de fósforo sofra ataque nucleofílico 
a partir do oxigênio da hidroxila da extremidade 3º, catalisando a ligação das duas extremidades. Na sequência, o complexo grupo 
AMP-enzima se solta da molécula de DNA. 
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aquaticus, que tem alto grau de resistência ao aquecimento e é denominada 
de Taq polimerase. 





Figura 1.6 DNA polimerase |. Síntese de uma nova fita de DNA pela DNA polimerase | a partir de um primer e uma fita molde. No sítio 
ativo da enzima, o fosfato alfa do nucleosídeo trifosfato (substrato) sofre ataque nudleofílico do par de elétrons da hidroxilo 3º0H do 
primer, resultando na adição de um nucleosídeo monofosfato à cadeia nascente e liberação de pirofosfato. 
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Algumas DNA polimerases termofílicas, como a Tag polimerase, adi- 
cionam após a síntese um nucleotídeo de adenina em cada extremidade 
3º-OH. Essa característica é utilizada para clonagem em outras moléculas 
com extremidades complementares, terminadas em nucleotídeos de timina. 
Outras polimerases recombinantes, como a enzima denominada Pfu, não 
adicionam nucleotídeos nas extremidades, deixando-as propícias à ligação 
em moléculas de extremidades blunt ends. 


1.2.4 Enzima Klenow 


É um fragmento proteico resultante da clivagem da DNA polimerase I de 
E. coli com a protease subtilisina, que elimina a atividade de exonuclease 
da direção 5º para 3”. Mantém apenas a atividade polimerásica dependente 
de primer e a atividade exonucleásica do sentido 3º para o 5”, que pode ser 
inibida na presença de excesso de nucleotídeos. 

É utilizada nas ocasiões em que se deseja obter a síntese de novas fitas de 
DNA, mas sem correr o risco de que suas extremidades 5” sejam degradadas, 
como por exemplo: para realizar reações de sequenciamento pelo método 
clássico de Sanger, para preencher extremidades coesivas (stick ends) de 
sítios de enzimas de restrição transformando-as em extremidades abruptas 
(blunt ends) e para obter sondas de DNA marcadas radioativamente pelo 
método de randon primers. 

Na marcação de DNA pelo método de randon primers, o DNA dupla fita 
a ser marcado é misturado com um conjunto de primers de cinco ou seis 
nucleotídeos sintetizados com sequências aleatórias (randômicas) e, então, 
desnaturado por aquecimento em banho-maria. Em seguida, é colocado no 
gelo para que os primers se anelem ao DNA fita simples em sequências com- 
plementares. A seguir, adicionam-se os quatro nucleotídeos trifosfatados, 
sendo pelo menos um deles marcado na posição alfa com P* e a enzima 
Klenow. A temperatura é então elevada a 16 ºC, para que catalise a polime- 
rização e ocorra a consequente marcação radioativa. 


1.2.5 T4 DNA polimerase 


Esta enzima também catalisa a síntese de DNA na direção 5” para 3”, 
requerendo uma fita molde de nucleotídeos trifosfatados e um primer. Ao 
contrário da DNA polimerase I, porém, a T4 DNA polimerase não possui 
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atividade exonucleásica do sentido 5” para 3º; no entanto, sua atividade 
exonucleásica no sentido 3’ para 5’ é consideravelmente superior. Por esse 
motivo, é usada para a produção de extremidades blunt ends em moléculas 
de DNA, retirando nucleotídeos das extremidades 3º das moléculas e recolo- 
cando-os com sua atividade polimerásica. Além disso, também é aplicada na 
síntese da segunda fita quando se usa a técnica de mutagênese sítio-dirigida. 


1.2.6 Transcriptase reversa 


A transcriptase reversa é uma DNA polimerase RNA dependente, produ- 
zida naturalmente por retrovírus, capaz de realizar o processo de transcrição 
inversa, ou seja, catalisa a formação de uma fita de DNA a partir de um molde 
de RNA fita simples, de dNTPs e um iniciador (primer) com extremidade 
3’OH livre. Esta enzima também catalisa a formação de uma fita de DNA a 
partir de um molde de DNA fita simples e um iniciador. É utilizada, princi- 
palmente, para sintetizar DNA complementar (cDNA) a partir de sequências 
de mRNA, que pode ser utilizado na preparação de bibliotecas de cDNA ou 
para realizar PCR a partir de um molde inicial de RNA (RT-PCR, do inglês 
reverse transcription-polymerase chain reaction). 


1.2.7 Topoisomerases 


As DNA topoisomerases são nucleases reversíveis, pois são capazes de cli- 
var e refazer as ligações fosfodiéster nos eventos relacionados às mudanças 
na topologia do DNA durante os processos replicação, transcrição, recom- 
binação e remodelagem da cromatina, pela introdução de uma quebra tem- 
poraria em ambas as fitas (topoisomerase II) ou numa única fita (topoisome- 
rase I) da hélice dupla do DNA, tanto em eucariotos quanto em procariotos. 
Durante o processo de duplicação do DNA, essas enzimas promovem o rela- 
xamento das fitas de DNA, retirando a tensão provocada pelo enovelamento 
da molécula após catalisar sua quebra e posterior rearranjo”. 

As topoisomerases I catalisam o rompimento da ligação fosfodiéster de 
uma das fitas da molécula que se encontra espiralada. Parte da energia libe- 
rada com o rompimento é, então, conservada no ponto de quebra na forma 
de ligação covalente entre os grupamentos fosfatos. A fita clivada depois 
gira sobre a estrutura da fita intacta da molécula e ocasiona o relaxamento 
da cadeia de DNA, seguido pela restauração da ligação da fita quebrada 
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utilizando a energia resultante da clivagem da ligação fosfodiéster*. Diferen- 
temente, as topoisomerases II catalisam a clivagem das duas cadeias de DNA 
simultaneamente, podendo tanto introduzir ou retirar a tensão espiral da 
fita, possibilitando o giro das fitas através do corte e sua posterior religação, 
similarmente ao que ocorre com a topoisomerase I. Em engenharia genética, 
as propriedades das topoisomerases são aplicadas em clonagem de fragmen- 
tos em vetores sem a utilização da enzima DNA ligase, o que será mais bem 
explanado quando tratarmos de vetores de clonagem, mais adiante. 


1.2.8 Terminal transferase 


Terminal desoxinucleotidiltransferase (TdT) é uma enzima polimerase 
que apresenta a capacidade de adicionar nucleotídeos na extremidade 3'0H 
de DNA fita simples ou dupla, a partir de desoxirribonucleosídeos trifosfa- 
tos, sem necessidade de molde. Esta proteína foi uma das primeiras enzimas 
com atividade de DNA polimerásica identificada em mamíferos”. Durante 
muito tempo não se sabia exatamente qual era o seu papel biológico, mas 
hoje já sabe que a TdT é responsável pela adição randômica de nucleotídeos 
durante os processos de recombinação V(D)J de genes de imunoglobulinas, 
que levam à diversidade imunológica!º. Além da atividade de transferase, a 
TdT possui atividade 3º-oligodeoxinucleotidilquinase, catalisando a reação 
de fosforilação de um oligodeoxinucleosídeo no grupo 3” hidroxil!!, 

A polimerização com TdT não depende de molde de DNA e depende de 
íon bivalente como cofator, principalmente Mg**, Zn**, Co** e Mn**. Em 
engenharia genética, as reações de adição de nucleotídeos a partir de extre- 
midades 3°OH pela TdT ocorrem utilizando Co** ou Mn**, pois na presença 
desses íons a enzima é bem ativa para a extensão de terminais dupla fita, e, 
além disso, eventuais nucleases contaminantes não são ativadas por esses 
íons bivalentes. 

Aproveitando tais propriedades, foram desenvolvidas metodologias para 
a síntese de extremidades homopoliméricas em fragmentos de DNA, forne- 
cendo à reação apenas um tipo de desoxirribonucleosídeo trifosfato como 
substrato da enzima terminal transferase, como ilustrado na Figura 1.7. 

Desse modo, a enzima terminal transferase é utilizada em engenharia 
genética, principalmente, para adicionar extremidades homopoliméricas 
complementares em dois fragmentos de DNA, favorecendo a formação de 
uma molécula quimérica pela hibridação dessas extremidades. Essa ferra- 
menta é usada também para a marcação de extremidades 3º de DNA com 
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ribo ou desorribonucleotídeos radioativos ou modificados, como biotina-ll- 
dUTP, fluorosceina-dUTP, entre outros. 
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Figura 1.7. Atividade da enzima terminal transferase. Esquema ilustrativo da adição homopolimérica de nucleotídeos nas extremidades 
3:-OH de uma cadeia de DNA utilizada em clonagem molecular. 


1.2.9 Cre-recombinases 


A Cre-recombinase do bacteriófago P1 é uma proteína que catalisa a recom- 
binação entre dois sítios de reconhecimento, chamados de loxP. O loxP é uma 
sequência de 34 pb formado por uma região central de 8 bp (core) flanqueada por 
duas regiões palindrômicas de 13 pb (repetidas e invertidas). A Cre-recombinase é 
um tipo de topoisomersase I sítio-específica e por sua habilidade é capaz de fazer 
integração ou excisão de sequência de DNA no genoma hospedeiro. A partir dessa 
possibilidade, em TDR essa enzima é empregada em técnicas de disrupção gênica, 
deleção via integração, translocação ou excisão de fragmentos-alvo por recom- 
binação da sequência loxP, que pode ser inserida em um vetor ou em um cassete 
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de expressão linear direcionando a recombinação homóloga, como se observa na 
Figura 1.8. 


13 pb 8 pb 13 pb 
ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT 


Esquema 1.1 Sequência loxP de 34 nucleotídeos. O core da sequência (vermelho) é flanqueada por duas sequências invertidas 


repetidas. 
A. Recombinação B. Inversão Cc Deleção 
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Figura 1.8 Tipos de recombinação promovidos pelo sistema Cre-lox. O resultado de uma recombinação Crelox é determinado pela 
orientação e localização dos sítios loxP. (a) Se os sítios loxP são orientados em direções opostas, a enzima Cre recombinase catalisa a 
inversão do segmento que estão flanqueados por loxP; (b) se os sítios loxP estão localizados em diferentes cromossomos (arranjo trans), 
a Cre recombinase catalisa a translocação cromossômica; e (c) se os sítios loxP são orientados na mesma direção, em um segmento de 
cromossomo (cis arranjo) a Cre recombinase promove deleção do segmento flanqueado por loxP. 


1.2.10 Fosfatase alcalina 


A fosfatase alcalina catalisa em pHs altos a hidrólise de monoésteres de 
fosfato de vários tipos de álcoois. Nos ácidos nucleicos, esta enzima remove 
grupos fosfatos das extremidades 5’-P de ácidos nucleicos, gerando grupos 
hidroxila 5”. É frequentemente utilizada em processos de clonagem para 
evitar as ligações fosfodiésteres entre os fragmentos de uma mesma molé- 
cula, a qual se deseja unir a outra molécula para gerar a quimera. É também 
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utilizada em conjunto com a polinucleotídeo quinase para marcação radioa- 
tiva das extremidades da molécula de DNA. 

As fosfatases alcalinas comercializadas são as de E. coli (bacterial alkaline 
phosphatase — BAP), de intestino de boi (calf instetinal phosphatase — CIP) 
e de camarão do Ártico (shrimp alkaline phosphatase — SAP). Esta última é 
a mais termossensível, o que é uma propriedade interessante, pois, após seu 
uso, pode ser inativada a 65 ºC por quinze minutos, possibilitando economia 
de tempo. 


1.2.11 Polinucleotideo quinase 


Este tipo de enzima foi descoberta em células de E. coli infectadas com 
fagos T4. Na presença de ATP, a polinucleotídeo quinase obtida de E. coli 
fosforila os grupos hidroxila 5’ (5’-OH) de ácidos nucleicos. A reação ocorre 
com a transferência de grupo terminal fosfato y do ATP para a extremidade 
5’ do fragmento. Caso se utilize ATP marcado na posição y com fosfato *2P, o 
resultado é a marcação radioativa da extremidade 5’. Além dessa utilização, 
a enzima também pode ser empregada para a fosforilação das extremidades 
de oligonucleotídeos de DNA, obtidos por síntese química. 


1.3 VETORES 


Um vetor, como descrito anteriormente, é uma molécula de DNA capaz 
de transportar a sequência gênica a ser clonada para o interior da célula. 

De maneira geral, um vetor deve ter os seguintes elementos genéticos 
básicos: 


e Uma origem de replicação, a fim de poder se replicar autonomamente 
dentro da célula hospedeira e, dessa forma, amplificar o DNA de 
interesse. 

e Uma marca de seleção que permita selecionar as células recombinan- 
tes, ou seja, as células hospedeiras que incorporarem o vetor. 

e Uma região de múltiplos sítios de reconhecimento de enzimas de res- 
trição, onde será inserida a sequência a ser clonada, denominada sítio 
múltiplo de clonagem (multiple cloning site, MCS). 


Novas Técnicas de Recombinação em Microrganismos: Engenharia Genética pela Tecnologia do DNA Recombinante 


De acordo com a característica, os vetores são divididos segundo sua 
função em vetores de clonagem, vetores de expressão e vetores integrativos. 


1.3.1 Vetores de clonagem 


São vetores utilizados em clonagem molecular de genes, seja na constru- 
ção de bibliotecas de genes ou de cDNAs seja na subclonagem de fragmentos 
específicos como produtos de amplificação por PCR, ou mesmo um gene, ou 
fragmento de DNA produzido por síntese química. 

Os primeiros vetores empregados na clonagem molecular foram deriva- 
dos dos plasmídeos naturais de bactérias, principalmente E. coli, e são molé- 
culas de DNA circular de dupla fita, geralmente de baixa massa molecular. 
O vetor pBR322º (Figura 1.9a) foi dos primeiros vetores construídos, o 
mais utilizado para clonagem molecular até a década de 1980 e deu origem 
a grande parte dos vetores plasmidiais utilizados atualmente. Esse plasmí- 
deo possui a origem de replicação do plasmídeo ColF1 de E. coli e genes 
de resistência à ampicilina (ampR) e à tetraciclina (tetR) como marcas de 
seleção. Apresenta uma interessante forma de seleção por inativação de um 
dos genes de resistência a antibióticos, pois contém sítios únicos de restrição 
dentro de cada gene. Assim, de acordo com a enzima de restrição utilizada 
para a clonagem, o inserto irá inativar um dos dois genes e, ao transformar 
uma célula hospedeira sensível aos dois antibióticos, a que receber o plas- 
mídeo recombinante passará a ser resistente apenas àquele cujo gene de 
resistência permaneceu intacto. Além de esse vetor oferecer uma forma fácil 
de seleção, apresenta o processo de replicação denominado “relaxado”, que 
permite que ele se duplique inúmeras vezes na célula hospedeira. O número 
de cópias do PBR322 pode ainda ser amplificado com a adição de cloranfe- 
nicol no meio de cultura. 

A série de vetores desenvolvida posteriormente é a série de vetores pUC!! 
(Figura 1.9b), que são os chamados vetores de seleção direta, ou seja, além 
de permitirem a seleção de transformantes por resistência à ampicilina, o 
sítio múltiplo de clonagem está localizado dentro do gene da enzima P-galac- 
tosidase (lacZ). A seleção é feita com base na clivagem do substrato cromo- 
gênico X-gal por essa enzima, que produz colônias de coloração azul índigo. 

Uma vez inserido o fragmento de DNA no vetor, o gene (lacZ) é inativado, 
tornando a célula incapaz de produzir a enzima ativa. Dessa forma, ao adicio- 
nar o indutor IPTG e o substrato cromogênico da enzima (X-gal) ao meio de 
cultura sólido, a célula que recebeu o plasmídeo recombinante, por não 
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produzir a enzima, não converterá o X-gal em azul índigo, ficando a colônia da 
cor bege-clara, típica da E. coli. 


A) is) Anor-EcoRt  Hindill (29) B) 
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Figura 1.9 Vetores de clonagem. a) pBR322 — Ori: origem de replicação; AmpR: gene de resistência à ampicilina; TcR: gene de 
resistência à tetraciclina; Rop: região importante para a replicação; b) pUCI 8 — Ori: origem de replicação; AmpR: gene de resistência à 
ampicilina; LacZ: gene da B-galactosidase; MCS: sítio múltiplo de clonagem. 


Os plasmídeos vêm sendo ao longo dos anos os vetores mais utilizados 
em engenharia genética, e a busca de inovações que tornassem o processo de 
clonagem molecular mais simplificado e eficiente levou ao desenvolvimento 
dos vetores para clonagem do tipo TA", para clonagem direta de insertos de 
DNA obtidos a partir da amplificação por PCR. A partir do conhecimento 
de que a Taq DNA polimerase também possui a atividade de terminal trans- 
ferase não dependente de molde e, dessa forma, adiciona uma desoxiade- 
nosina monofosfato a extremidade 3’ do produto de PCR, foi desenvolvido 
um tipo de vetor já na forma linearizada, contendo em sua extremidade 3º 
uma desoxitimidina monofosfato, os assim denominados T-vectors. Dessa 
forma, ao misturar o produto de PCR com o vetor na presença da DNA 
ligase, obtém-se o plasmídeo circular covalentemente ligado, pronto para ser 
utilizado na transformação genética. 

Mais recentemente, foi desenvolvido um tipo de T-vector já acoplado com 
a topoisomerase I do virus Vaccinia, e foi desenvolvida toda uma familia de 
vetores denominados TOPO®. Esse vetor também é comercializado na forma 
linearizada e representou uma grande inovação, pois possibilitou a ligação 
direta de produtos de PCR dispensando o uso da DNA ligase, devido à adição 
em suas extremidades de topoisomerases ativadas que catalisam a ligação do 
inserto ao vetor (Figura 1.10). Desde então, essa tecnologia vem sendo 
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amplamente utilizada, e já existem também vetores com topoisomerases capa- 
zes de fazer a ligação de insertos com extremidades abruptas (blunt end). 


A E m cee 


GGGA 








A A tor 





Figura 1.10 Vetor com topoisomerases | utilizado em clonagem molecular. Esquema mostrando o vetor de clonagem com extremidades 
em T (Fvector) com topoisomerases ativadas em suas extremidades e a ligação com o inserto. No detalhe ampliado, o mecanismo enzi- 
mático de ligação do 5'-OH via ataque nudeofílico do par de elétrons da hidroxila ao grupo fosfato da extremidade T do vetor que está 
ligado ao resíduo tirosina da topoisomerase. É importante lembrar que amplicons cujos primers utilizados na PCR não foram fostorilados 
na posição 5º permanecem mesmo após a PCR na forma 5'-OH. 
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As marcas de seleção mediadas pela resistência a antibióticos e/ou inati- 
vação de função do gene da P-galactosidase, embora eficientes no processo 
de clonagem molecular, mesmo após tratamento com fosfatase alcalina, certa 
porcentagem do vetor plasmidial recirculariza sem o inserto. Assim, visando 
a minimizar essas ocorrências, foi desenvolvido um novo tipo de seleção que 
denominamos positiva (ou Kamikaze). Citamos como exemplo a inserção do 
gene ccdB, que codifica uma proteína letal para E. coli, em forma de fusão 
com o gene lacZ!*. A seleção é feita baseada na disrupção da função dos 
genes fusionados após a ligação do inserto. Caso haja a recircularização do 
plasmídeo sem o inserto, a proteína letal é expressa e causa a morte da E. 
coli hospedeira, permitindo apenas o crescimento de clones recombinantes. 

Ao longo dos anos, as limitações, como número de cópias e tamanho da 
sequência de DNA a ser clonada, nortearam a evolução dos vetores de clona- 
gem no sentido de superá-las. Para facilitar o processo de clonagem molecu- 
lar e expressão de genes heterólogos em hospedeiras de difícil manipulação 
foram desenvolvidos os vetores bifuncionais (shuttle vectors), capazes de 
se duplicar e serem selecionados em dois hospedeiros diferentes, sendo um 
deles a E. coli hospedeira, de manipulação muito fácil. Além disso, vetores 
foram desenvolvidos com o objetivo de garantir a expressão ou expressão/ 
secreção das proteínas recombinantes em altos níveis em diferentes tipos de 
células hospedeiras para aplicações biotecnológicas. A seguir, serão apresen- 
tados importantes tipos de vetores. 


1.3.1.1 Vetores derivados de bacteriófagos « 


Devido à necessidade de clonar fragmentos de DNA grandes e, ainda 
assim, introduzi-los em E. coli eficientemente para a construção de bibliote- 
cas de genes de seres eucariontes (com genomas grandes), desenvolveram-se 
derivados de bacteriófagos A de cujo interior do DNA era possível retirar 
cerca de 20 Kb (não essencial para o ciclo lítico do fago) com digestão com 
enzimas de restrição e substituir essa sequência por DNA exógeno, reconsti- 
tuindo-se um DNA recombinante de cerca de 50 Kb. Para a introdução desse 
DNA recombinante na E. coli hospedeira, o DNA era empacotado com um 
extrato de proteínas do capsídeo viral e, em seguida, colocado em contato 
com a hospedeira para que a infecção ocorresse. Para ocorrer o empacota- 
mento adequadamente, além de ter tamanho da ordem de 50 Kb +/- 5 Kb, 
o DNA deve conter uma sequência de cerca de dezessete nucleotídeos que 
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fica na região das extremidades coesivas (stick ends), denominada de COS 
(cohesive ends)!’. 

Dessa forma, já no final da década de 1970 era possível introduzir DNA 
na célula hospedeira com eficiência de 10º clones/pg de DNA, o que viabili- 
zou a construção das primeiras bibliotecas genômicas humanas completas, 
das quais foram isolados os primeiros genes humanos completos. 


1.3.1.2 Vetores derivados de bacteriófagos M1I3 


Os bacteriófagos tipo M13 são vírus de DNA fita simples com cerca de 
6 Kb. Quando empacotado, seu genoma se apresenta em forma de fita sim- 
ples, porém, durante sua fase de replicação no interior da E. coli seu genoma 
se mantém em forma duplex (dupla fita). Essa característica despertou o 
interesse dos pesquisadores, pois facilmente seria possível isolar o DNA do 
fago em forma de fita simples a partir dos fagos obtidos no exterior da 
hospedeira (no meio de cultura) e em forma duplex no interior da E. coli. 
A forma duplex pode servir para a digestão com enzimas de restrição e clo- 
nagem de DNA heterólogo em seu interior como se fosse um plasmídeo, e a 
forma de fita simples foi usada por um bom tempo para o sequenciamento 
pelo método dideoxi de Sanger e, até hoje, para realizar mutagênese sítio- 
dirigida!*. Fagos M13 têm sido usados também para a construção de biblio- 
tecas de peptídeos randômicos ligados às proteínas do fago, em um processo 
denominado de phage display. Há limitação de tamanho do inserto a ser 
clonado no interior do genoma viral, pois são fagos tipo bastonetes e, caso 
se clone um inserto muito grande (maior que 5-6 Kb), a estrutura do fago 
pode não suportar e quebrar. 


1.3.1.3 Cosmídeos 


Antes do advento da eletroporação, para se realizar transformação gené- 
tica de E. coli (introdução de DNA nas células) utilizava-se o método do 
CaCl,. Por esse procedimento, quanto maior o tamanho do fragmento a ser 
clonado, menos eficiente era o processo. Por isso, idealizou-se uma estratégia 
que permitia introduzir DNA plasmidial com de cerca de 50 Kb no interior 
da E. coli com alta eficiência. Para tanto, introduziu-se o sítio COS do fago 
A no interior do vetor plasmidial de clonagem!?. Caso o vetor tivesse cerca 
de 5 Kb, como era o caso do pBR322, era possível clonar no interior de um 
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de seus genes de resistência a antibióticos fragmentos de até 45 Kb, empaco- 
tar com proteínas do capsídeo do fago A e, então, introduzi-los nas células 
da hospedeira bacteriana com altíssima eficiência. No interior da célula, a 
molécula se comportava como um plasmídeo. Esse tipo de vetor tem sido de 
grande relevância na produção de bibliotecas genômicas para fins de seleção 
de genes específicos e para a determinação da sequência genômica completa. 


1.3.1.4 Cromossomos artificiais de bactéria 
(bacterial artificial chromosomes - BAC) 


São vetores derivados do plasmídeo conjugativo F de bactérias, que são 
muito grandes, (de 100 a 200 Kb. Separa-se do plasmídeo F sua origem de 
replicação, que é de baixo número de cópias, pois atua de forma sincro- 
nizada com a hospedeira, e os genes necessários para sua estabilização e 
partição, juntando-se a genes marcadores de seleção, como de resistência 
a antibióticos e/ou da B-galactosidase. Dessa forma o vetor plasmidial fica 
pequeno, da ordem de 10 Kb, e dessa forma pode receber insertos enor- 
mes (de 100 a 200 Kb e permanecer estável no interior da E. coli após sua 
introdução, que ocorre geralmente por eletroporação. Dessa forma, pode-se 
fazer com relativa facilidade bibliotecas genômicas de grandes fragmentos 
de DNA. 


1.3.1.5 Cromossomos artificiais de leveduras 
(yeast artificial chromosomes - YACs) 


A levedura de cerveja, a Saccharomyces cerevisiae, é o microrganismo 
eucarionte mais estudado até o momento, e já nos anos 1980 suas estruturas 
cromossomais importantes já haviam sido clonadas e caracterizadas como 
origens de replicação cromossomais (autonomously replicating sequences — 
ARS), telômeros (TEL) e centrômeros, além de diversos genes de vias meta- 
bólicas importantes que foram utilizados como marcadores auxotróficos 
(URA3, TRP1, LEU2). Nesse contexto foi possível construir vetores equiva- 
lentes a minicromossomos da levedura, contendo esses importantes elemen- 
tos ligados à parte de um vetor plasmidial bacteriano para ser manipulado 
facilmente na E. coli durante sua construção. Nesse tipo de vetor era possí- 
vel clonar fragmentos grandes de DNA, de até 1 milhão de pares de bases. 
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1.3.2 Vetores de expressão 


Os vetores utilizados para expressar o peptídeo ou proteína codificados 
pelo segmento de DNA inserido, denominados vetores de expressão, são 
veículos que, como podemos ver na Figura 1.11, a seguir, além da origem de 
replicação e marca genética de seleção, contêm uma região promotora, uma 
região codificadora do sítio de ligação ao ribossomo (ribosomal binding site 
- RBS), códon de início da tradução seguido de pelo menos um sítio de res- 
trição para inserção em fase da sequência de inserto, a fim de que a proteína 
possa ser expressa, além de uma sequência terminadora de transcrição. 
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Figura 1.11 Vetor de expressão. Mapa físico de um vetor de expressão genérico (pEXX) contendo origem de replicação (ori), gene 
de resistência à ampicilina (AmpR) promotor do fago T7, operador Lac (Lac0), sítio de ligação ao ribossomo (RBS), start códon, sitio 
múltiplo de clonagem (MCS) e terminador de transcrição. No detalhe abaixo, ampliação do cassete de expressão do vetor. 


De maneira geral, o principal objetivo do uso de vetores de expressão é 
obter altos níveis de RNAs mensageiros estáveis, que serão traduzidos resul- 
tando em grandes quantidades da proteína ou peptídeo de interesse. Para 
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atingir esse objetivo, um elemento importante é que o vetor deve possuir 
um promotor forte. Os promotores mais utilizados para a expressão em E. 
coli são, geralmente, baseados no promotor do operon lac, no promotor 
PL do fago Á, ou no promotor do fago T7”, que está presente na família de 
vetores pET, um dos mais utilizados atualmente. Estes promotores podem 
também ser híbridos de diferentes promotores, por exemplo, o promotor 
tac, que é um híbrido dos promotores trp e lac”!. Os promotores utiliza- 
dos nos vetores de expressão são normalmente indutíveis, ou seja, a síntese 
de proteínas é induzida apenas quando necessária. O sistema de expressão 
contém elementos de controle de um operon bacteriano (promotor/opera- 
dor e gene regulador que codifica a proteína repressora). À expressão do 
gene heterólogo ocorre então ao adicionar ao meio de cultivo um indutor, 
tais como a arabinose e o isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). A 
expressão da proteína, contudo, também pode ser constitutiva em alguns 
vetores de expressão. Um promotor fraco em geral só é utilizado em casos 
nos quais a proteína recombinante necessita ficar em menor concentração na 
hospedeira ou quando é tóxica para a hospedeira, embora um baixo nível de 
síntese de proteína constitutiva possa ocorrer mesmo em vetores de expres- 
são com os promotores controlados. Há ainda os vetores termoinduzíveis, 
que são baseados no promotor P, do fago 4, para os quais foi desenvolvida 
uma molécula repressora termossensível. No caso de vetores de expressão 
para leveduras, tem sido utilizado muito para Pichia pastoris o promotor da 
enzima álcool oxidase (AOX1), que é induzível por metanol. 

No que se refere ao sítio de ligação do ribossomo (região Shine Dal- 
garno), o que tem sido mais usado, por ser muito eficiente, é do gene da 
proteína 10 do fago T7. Em relação a terminadores de transcrição, um 
bom vetor de expressão combina um promotor forte com um terminador 
de transcrição também bastante eficiente. Para E. Coli, terminadores Rho 
independentes, como o do operon TRP, têm sido utilizados. Um tipo especial 
de vetor de expressão é o que, além de programar a expressão da proteína 
heteróloga, promove também sua secreção. Para tanto, o vetor ou sequência 
codificadora da proteína deve conter a região que codifica o peptídeo-sinal, 
que é uma região situada logo na região aminoterminal de proteína, que a 
direciona em células eucarióticas para o retículo endoplasmático, de onde as 
proteínas a serem secretadas seguem então o caminho do complexo de Golgi 
e, por meio de vesículas de secreção, são lançadas ao meio extracelular. Em 
células procarióticas, o peptídeo-sinal dirige as proteínas para o espaço peri- 
plasmático. Os peptídeos-sinais têm tamanhos, com algumas exceções, de 18 
a 30 aminoácidos, o que equivale no DNA a 54 a 90 pares de nucleotídeos. 
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À experiência tem demonstrado que os peptídeos-sinais de um deter- 
minado organismo são capazes de funcionar em outros, mesmo que sejam 
taxonomicamente muito distantes, como eucariontes e procariontes. Isso se 
deve ao fato de a estrutura do peptídeo-sinal ser mais importante que sua 
sequência de aminoácidos para o processo de secreção. Os peptídeos-sinais 
têm normalmente na região inicial (aminoterminal) pelo menos um aminoá- 
cido carregado positivamente, um núcleo central hidrofóbico e aminoácido 
final neutro com uma cadeia lateral pequena. O peptídeo-sinal é reconhe- 
cido pela maquinaria de translocação da célula e, logo após ser translocado 
para o retículo endoplasmatico, é clivado do restante da proteína pela pep- 
tidase-sinal. Diferentes peptídeos-sinais têm sido utilizados para dirigir para 
a secreção peptídeos heterólogos. Os mais comuns são: o da proteína A de 
Staphylococcus aureus e de a-amilase de Bacillus subtilis, o do fator a de S. 
cerevisiae para leveduras e o de imunoglobulinas G (IgGs) para secreção em 
células de mamíferos em cultura. 


1.3.2.1 Vetores de expressão de proteínas com cauda de fusão 


Após a expressão do produto do gene, geralmente é necessário purificar a 
proteína expressa. O processo de separação da proteína de interesse, a partir 
da grande maioria das proteínas da célula hospedeira, pode ser trabalhoso e 
demorado. À fim de tornar o processo de purificação mais fácil, uma sequên- 
cia peptídica (TAG) eleita pode ser adicionada à região aminoterminal ou 
carboxiterminal da proteína recombinante, alterando-se a sequência de seu 
gene. Essa sequência ligada à proteína de interesse será utilizada para a puri- 
ficação da proteína recombinante por cromatografia de afinidade e depois 
será removida pela ação de uma protease específica. Por exemplo, pode-se 
adicionar à proteína recombinante seis histidinas (HIS6) e, com isso, puri- 
ficá-la por cromatografia de afinidade com resinas que tenham átomos de 
níquel imobilizados. A Tabela 1.2 a seguir mostra diferentes tags utilizadas 
para facilitar a purificação e as resinas utilizadas nos processos cromatográ- 
ficos de afinidade. 


1.3.3 Vetores integrativos 


São vetores bifuncionais que possuem marcadores genéticos para dois 
tipos de hospedeiras diferentes, porém com uma única origem de replicação 


42 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


Tabela 1.2 Diferentes tipos de processos cromatográficos utilizados na purificação de proteínas de fusão 








TAG DE AFINIDADE MATRIX CROMATOGRÁFICA CONDIÇÕES DE ELUIÇÃO 
Poli-His (HIS)6 Ni - NTA 100 — 500 mM imidazol 
Poli-Arg (ARG)5 Resina trocadora de cátions m eae 
Dominio de ligação à celulose Celulose Cloridrato de guanidina ou ureia (>4 M) 
c-myc Anticorpo monoclonal (Mab) pH baixo 
FLAG (DYKDDDDK) Mab anti FLAG pH baixo ou EDTA 2-5 mM 
SBP Estreptoavidina Biotina 
Glutationa-S-transerase Glutationa Glutationa reduzida 10 mM 
Dominio de ligação à maltose Amilose cross-linked Maltose 10 mM 


funcional em apenas uma das hospedeiras. Isso faz com que transforme e 
replique em uma das hospedeiras, mas na outra para que ocorra transfor- 
mação genética há necessidade do vetor se integrar ao seu genoma. Caso 
contrário, não há replicação, o marcador de seleção não se expressa adequa- 
damente e nem outros genes que se deseje expressar. Os vetores integrativos 
são muito comumente utilizados para expressão de proteínas heterólogas em 
leveduras e contam com a grande capacidade das leveduras de fazer recom- 
binação homóloga. Por essa razão é que nas leveduras pode-se fazer gene 
disruption com facilidade. 


1.4 HOSPEDEIROS 


Em engenharia genética, hospedeiro é uma célula ou um ser receptor de 
DNA exógeno. As características e peculiaridades discutidas para os vetores 
de clonagem e, sobretudo, para os vetores de expressão, podem estar intima- 
mente ligadas ao tipo de hospedeiro do DNA exógeno, podendo este ser hoje 
em dia praticamente qualquer tipo de célula ou organismo, como bactérias, 
leveduras, fungos, vírus, células vegetais ou animais. 

Um bom hospedeiro deve preencher uma série de requisitos básicos, entre 
os quais: 
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e Aceitar o DNA exógeno sem modificá-lo ou modificá-lo ao modo que 
se deseja. 

e Permitir a fácil seleção dos hospedeiros que contêm o DNA exógeno. 

e Se organismo for hospedeiro para expressão em altos níveis de proteí- 
nas heterólogas, ser deficiente em proteases. 

e Apresentar baixo potencial de proliferação no ambiente caso a mensa- 
gem exógena a ser clonada apresente “risco” ao meio ambiente. 


Para se garantir esses requisitos e assegurar outros incrementos, muitos 
tipos de organismos foram manipulados geneticamente para se garantir efi- 
ciente transformação, manutenção e expressão das moléculas recombinantes 
veiculadas nesses hospedeiros, desenvolvendo o que chamamos de sistemas 
de expressão, divididos basicamente em sistemas de expressão procariótico 
e eucariótico. 


1.4.1 Sistema de expressão procariótico 


Sistemas bacterianos de expressão de proteínas heterólogas são atrativos 
devido às suas várias características, como habilidade de rápido crescimento, 
fisiologia e genética bacteriana bem caracterizadas, baixo custo e disponi- 
bilidade de grande número de vetores de expressão e linhagens mutantes de 
hospedeiros2. Várias proteínas são produzidas com sucesso em procariotos e 
com consideráveis rendimentos. Geralmente, os produtos expressos não são 
secretados para o meio extracelular e são acumulados no citoplasma ou no 
espaço periplasmático. 

Embora sejam bons hospedeiros, os procariotos empregam a desvanta- 
gem de não possuir uma maquinaria para o processamento transcricional 
de genes originados de eucariotos, não realizando processamento de mRNA 
(splicing), o que leva muitas vezes à necessidade de clonagem de cDNA para 
evitar a presença de introns, e também naturalmente não realizam modifi- 
cações pós-traducionais nas proteínas expressas, como por exemplo fosfo- 
rilação e glicosilação?*. Essas modificações na molécula proteica são muitas 
vezes decisivas para a garantia da função e atividade biológica e tornam-se 
bastante críticas no caso de proteínas para uso terapêutico. Como a capaci- 
dade e potencial dos procariotos para modificação pós-traducional é limi- 
tada, o uso de hospedeiras procarióticas é, geralmente, restrito à produção 
de proteínas que são naturalmente não glicosiladas, como insulina, IGF, 
somatotrofina ou proteínas que são naturalmente glicosiladas, porém que 
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são farmacologicamente também ativas sem a glicosilação, como várias cito- 
cinas (fator de necrose tumoral, interleucinas e interferons). 

Outra limitação dos sistemas procarióticos para expressão de proteínas 
eucarióticas é com relação a códons raros. Muitas bactérias possuem codon 
usage diferente do de células eucarióticas. Em cada hospedeira, a evolução 
ajustou o conjunto de tRNAs (RNAs transportadores) de acordo com a neces- 
sidade de tradução de suas proteínas. Principalmente quando se necessita de 
altos níveis de expressão, a existência no mRNA da proteína heteróloga de 
códons pouco utilizados na hospedeira (códons raros) pode acarretar baixos 
níveis de expressão, exatamente pela insuficiência dos tRNAs corresponden- 
tes a esses códons raros. Para potencializar a expressão de proteínas euca- 
rióticas ou proteínas que contêm códons raramente usados em hospedeiras 
bacterianas, muitas linhagens de E. coli foram engenheiradas para mitigar 
esse problema. Essas linhagens foram suplementadas com genes adicionais 
de tRNA sob controle de promotores de E. coli. Hoje, com a facilidade com 
que se pode fazer a síntese química de genes, pode-se, ao desenhá-los, evitar 
colocar códons raros, respeitando-se o codon usage da hospedeira”. 

Dentre os hospedeiros procarióticos, a bactéria Escherichia coli é o 
organismo de escolha por ser, sem dúvida, o mais bem estudado em termos 
de genética e bioquímica. Além disso, é de fácil manutenção e manipulação 
genética em laboratório e possui variados sistemas de promotores altamente 
regulados, o que a levou a ser um sistema de expressão bacteriano bem esta- 
belecido até os dias atuais. 

Além dos sistemas baseados em E. coli, houve o desenvolvimento e uso de 
outros hospedeiros procariotos que seriam promissores para sanar os proble- 
mas de expressão. Espécies de bactéria como Bacillus subtilis, Streptomyces 
lividans, Anaena sp, Staphylococcus carnous são descritas como hospedeiras 
para expressão de proteínas heterólogas e, entre elas, espécies representantes 
do gênero Bacillus são os hospedeiros mais estudados e bem estabelecidos 
em TDR depois da E. coli. As linhagens de Bacillus são hospedeiros atra- 
tivos, pois, diferentemente da E. coli, não apresentam lipopolissacarídeos 
na membrana externa (endotoxinas) e possuem a capacidade natural de 
secreção e endereçamento da proteína para o meio extracelular. Os Bacillus 
têm sido usados para a produção de enzimas industriais como, por exemplo, 
as alfa-amilases e proteases, ao passo que a E. coli tem sido utilizada para a 
produção de proteínas terapêuticas”. 
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1.4.2 Sistema de expressão eucariótico 


Embora os procariotos tenham se estabelecido como poderosos sistemas 
de expressão de mensagens genéticas heterólogas, os hospedeiros eucariotos 
apresentam consideráveis vantagens em relação aos procariotos, especial- 
mente para a expressão de proteínas eucarióticas, contornando alguns pro- 
blemas na expressão em bactérias que poderiam levar a produtos com erros 
na conformação, função e atividade sem os processamentos finais necessá- 
rios em proteínas eucarióticas. 

Os primeiros grupos de eucariotos empregados como hospedeiros foram 
as leveduras e os fungos filamentosos, mas com os avanços biotecnológicos 
outros sistemas alternativos de expressão utilizando células de insetos, de 
mamíferos e vegetais foram desenvolvidos e bem estabelecidos. No entanto, 
os hospedeiros alternativos, como células de mamíferos, por exemplo, neces- 
sitam de técnicas e manipulações sofisticadas que encarecem os custos de 
produção. Diferentemente, fungos filamentosos e leveduras que crescem em 
meios de cultivos simples e baratos levam a altos níveis de expressão, cres- 
cem em altas densidades celulares e possuem rígida parede celular, em com- 
paração com células de insetos ou mamíferos, que os tornam mais resistentes 
a estresse mecânico durante o processo fermentativo?. 

Dentre as leveduras, as mais empregadas na produção de proteínas recom- 
binantes são Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha, Pichia 
pastoris e Yarrowia lipolytica. 

O eucarioto mais amplamente utilizado para a expressão heteróloga por 
muito tempo Saccharomyces cerevisiae. Isto se deve ao grande conhecimento 
acerca deste microrganismo, que tem sido utilizado pelo homem há milhares 
de anos para a obtenção de produtos alimentares e bebidas alcoólicas sem 
restrição para consumo humano, o que conferiu a essa levedura o status 
GRAS (generally recognized as safe, geralmente reconhecida como segura). 
Sua importância levou a uma gama de estudos, incluindo o campo da gené- 
tica, desvendando atributos que tornariam essa hospedeira umas das mais 
importantes em biologia molecular. Assim, foi demonstrado que essa leve- 
dura possui um plasmídeo próprio, circular, denominado de “2 pm” (dois 
micron), presente em múltiplas cópias no seu citoplasma. A partir do plas- 
mídeo natural 2 pm desenvolveram-se vetores de clonagem e de expressão 
para S. cerevisiae, como o vetor pMA91, ilustrado na Figura 1.12. Métodos 
de transformação genética foram desenvolvidos para a inserção de plasmi- 
deos de replicação autônoma derivados do 2 pm, até o estabelecimento de 
técnicas de transformação para a integração do material genético por 
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recombinação homóloga. Os transformantes podem ser selecionados por 
marcas auxotróficas como LEU2, TRIP1, HIS3 e URA3 ou por marcas de 
seleção dominante, como as que conferem resistência a G418 ou higromicina 
B. O genoma dessa levedura foi totalmente sequenciado e está disponível 
para acesso”. 





Figura 1.12 Plasmideo pMA91. Representação esquemática do vetor para expressão em S. cerevisiae que contém o promotor do gene 
da enzima PGK da via glicolítica de S. cerevisiae. 


O sucesso dessa levedura como hospedeira dá-se pela sua capacidade de 
realizar muitas das modificações pós-traducionais e dobramentos em proteí- 
nas de estruturas complexas, tais como acetilação do terminal amino, acila- 
ção, fosforilação e glicosilação**. Vários genes de interesse em saúde humana 
foram clonados e expressos em Saccharomyces cerevisiae, como antígenos 
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virais, insulina humana e anticorpos. No entanto, os níveis de expressão 
atingidos por essa levedura são muitas vezes inferiores aos de outras leve- 
duras, e por vezes mais baixos que os níveis de expressão observados em 
E. coli, por exemplo. Além disso, o perfil de glicosilação realizado por essa 
levedura não é idêntico ao perfil de glicosilação realizada em humanos, o 
que inviabiliza sua utilização na produção de algumas glicoproteínas para 
aplicação terapêutica devido à possibilidade de induzir imunogenicidade. 

Os avanços nos conhecimentos biológicos e a busca incessante por pro- 
dutos biotecnológicos mais rentáveis e seguros para usos humanos levaram 
ao desenvolvimento de novos sistemas de expressão heteróloga de genes 
baseados em outras leveduras. Emergiu o uso de leveduras metilotróficas 
(que metabolizam metanol), que se tornaram atraentes sistemas para a pro- 
dução industrial de proteínas recombinantes, pois permitem rígido controle 
da expressão pela simples manipulação do meio de cultura. Dentre essas 
leveduras, Pichia pastoris mostrou-se uma hospedeira de vantagens conside- 
ráveis, tornando-se, nos dias atuais, a levedura de escolha para a expressão 
de genes heterólogos. 

Uma das características marcantes é o forte promotor usado no vetor 
pPIC9? (Figura 1.13) para transcrever genes heterólogos, que é o do gene 
codificador da enzima álcool oxidase (AOX1) de P. pastoris. Esse promo- 
tor é regulado transcricionalmente por metanol, um indutor relativamente 
barato. Em células expostas a metanol como única fonte de carbono, o início 
da transcrição no promotor AOX1 é altamente eficiente e comparável aos 
promotores derivados dos genes altamente expressos da via glicolítica. Para 
ser ativado, o promotor AOX1 requer a presença de metanol. Na ausência 
desse indutor, ele se torna inativo. Além de metanol, o sistema AOX1 neces- 
sita da ausência de glicose para ser plenamente ativado. Uma vez que o 
promotor AOX1 é controlado pela manipulação da fonte de carbono adicio- 
nado ao meio de cultura, o crescimento e a indução de cepas de P. pastoris, 
que expressam proteínas heterólogas, são facilmente obtidos em todas as 
escalas, desde frascos até grandes fermentadores***!. 

Outra notável característica é o fato de que culturas de Pichia pastoris 
atingem níveis de alta densidade celular, podendo ser facilmente cultivadas 
a densidades celulares de aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até 
maiores, as quais não são facilmente obtidas com S. cerevisiae *. 

A maioria das proteínas secretadas por P. pastoris são glicosiladas, o que 
pode não afetar a atividade biológica da proteína recombinante. O tamanho 
da cadeia de carboidratos adicionados por P. pastoris é bem menor que 
aquele adicionado por S. cerevisiae. A estrutura destes oligossacarídeos é 


47 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


muito similar à adicionada em mamíferos e, por não ser capaz de adicionar 
manoses terminais com ligações a-1,3, como S. cerevisiae, as proteínas pro- 
duzidas em P. pastoris são menos imunogênicas. 

Ao longo das últimas duas décadas, a levedura Pichia pastoris tornou-se 
o organismo de escolha para a produção de proteínas heterólogas, justa- 
mente pelas suas características citadas acima. Diversos produtos biotecno- 
lógicos foram produzidos nessa levedura, incluindo enzimas, proteínas 
diversas, biofármacos etc. Atualmente, vários produtos terapêuticos produ- 
zidos em P. pastoris encontram-se em fases avançadas de testes clínicos, 
como um inibidor de elastase para tratamento de fibrose cística, uma endos- 
tatina e uma angiostatina para aplicação como antiangiogênico, um fator de 
crescimento epidermal para tratamento de feridas causadas pela diabetes, 
entre outros biofármacos. 





Figura 1.13 Plasmídeo pPIC9. Representação esquemática do vetor para expressão e secreção em P. pastoris. 
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O primeiro produto terapêutico para uso em humanos expresso em Pichia 
pastoris foi liberado pela FDA em 2009. Trata-se do ecallantide, um peptí- 
deo de sessenta aminoácidos com atividade inibidora de calicreína plasmá- 
tica humana. Foi descoberto a partir de uma biblioteca de phage display 
de fatores de inibição da coagulação humana, recebeu o nome comercial de 
KalbitorQ e é utilizado no tratamento de angiodema hereditário. 

Alternativamente às leveduras, os fungos filamentosos são bons hospedei- 
ros para expressão de genes heterólogos. O desenvolvimento de estratégias 
de biologia molecular rapidamente favoreceu o aprimoramento genético de 
fungos tanto para melhorar a capacidade de expressão de genes homólogos 
dos organismos selvagens quanto para o uso como hospedeiros de expres- 
são heteróloga. Esses organismos vêm demonstrando vantagens sobre as 
bactérias e leveduras destacando-se pela elevada capacidade de produção e 
secreção de proteínas heterólogas, além da facilidade de se obter recombi- 
nantes mitoticamente estáveis e eficientes modificações pós-traducionais nos 
produtos expressos”. No entanto, vale ressaltar que há ainda poucos pro- 
motores adequados para a expressão de proteínas homológas e heterólogas, 
havendo um número limitado de fungos filamentosos explorados como célu- 
las hospedeiras. A pouca utilização desses hospedeiros deveu-se ao fato de 
secretarem proteases que hidrolisam as proteínas heterólogas, assim como 
pela dificuldade em se obter clones recombinantes estáveis com bom nível de 
expressão de proteínas heterólogas. Os fungos mais empregados como hos- 
pedeiros são as espécies Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Aspergillus 
oryzae, Humicola insolens, Trichoderma reesei, Penicillium chrysogenum, 
Cephalospororium acremonium e Mucor miehei. 


1.5 OUTRAS METODOLOGIAS IMPORTANTES 
DE MANIPULACAO GENETICA 


1.5.1 Reação em cadeia da polimerase 
(Polymerase Chain Reaction - PCR) 


A invenção da técnica de amplificação de segmentos DNA in vitro, cha- 
mada de reação em cadeia da polimerase (PCR), possibilitou a amplificação 
de segmentos de DNA a partir de uma quantidade minúscula de DNA, o que 
ocasionou avanços enormes na área de genética forense e revolucionou os 
procedimentos de clonagem molecular de genes, permitindo o surgimento do 
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novo paradigma de sequenciamento de DNA de altíssima eficiência, como o 
pirossequenciamento. 

Essa técnica foi desenvolvida por R. K. Saiki e colaboradores no ano de 
1985º e,a partir de então, foi automatizada com o uso de DNA polimerases 
termorresistentes como a Tag polimerase extraída da bactéria termofílica 
Thermus aquaticus. O procedimento é de grande simplicidade e consiste 
basicamente na amplificação exponencial de DNA, cujo sistema de amplifi- 
cação contém: amostra de DNA que se quer amplificar (molde), um par de 
primers (iniciadores), quatro desoxinucleosídeos trifosfatos, tampão e força 
iônica adequada e uma DNA polimerase termorresistente. 

O procedimento em si ocorre em três etapas que compõem um ciclo que 
se repete de 25 a 40 vezes, sendo elas: 


1) Desnaturação e separação da dupla fita de DNA. 
2) Pareamento ou anelamento dos iniciadores (primers) em cada fita. 
3) Síntese de novas fitas de DNA. 


Como descrito na Figura 1.14, a desnaturação, etapa inicial, consiste na 
incubação do DNA a temperaturas entre 92 “Ce 95 ºC, cujo objetivo é sepa- 
rar a dupla fita em cadeias simples. À etapa seguinte é feita com a diminuição 
gradual da temperatura e pareamento ou anelamento dos primers em cada 
fita simples, de forma a flanquear a região a ser amplificada. Durante a dimi- 
nuição da temperatura, as duas cadeias de DNA que foram desnaturadas não 
são novamente pareadas porque estão em concentração baixa na reação, já 
os primers vão se parear rapidamente nas suas regiões complementares no 
DNA-alvo, pois estão em concentrações muito altas. O anelamento ocorre 
entre 5 °C e 10 °C abaixo da menor Tm (T melting, ou temperatura de desna- 
turação média) dos primers e é uma etapa bastante importante para o sucesso 
da reação. Caso o pareamento não ocorra, ou ocorra em regiões indesejadas, 
a reação é fadada ao insucesso. A última etapa fecha o ciclo com a síntese de 
fitas de DNA pela enzima polimerase, normalmente à temperatura de 68 ºC 
a 72 ºC. Com os primers pareados nas fitas moldes, a DNA polimerase vai 
sintetizando a cadeia pela adição de nucleosídeos monofosfatos nas extremi- 
dades 3º dos primers, formando, então, as novas fitas na direção 5” para 3º. 

A cada ciclo a quantidade de DNA se duplica, levando à produção de 2" 
moléculas de DNA. Como cada ciclo demora apenas poucos minutos, o pro- 
cesso todo é muito rápido, e após os 25 a 40 ciclos obtêm-se de milhões a 
centenas de milhões de cópias do segmento desejado, geralmente com compri- 
mento de umas poucas centenas a uns poucos milhares de pares de base. 
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Figura 1.14 Reação em cadeia da polimerase (PCR). Esquema mostrando a reação de amplificação de um segmento de DNA por PCR 
após quatro ciclos. 


1.5.2 Obtenção de cDNA 


O dogma central da biologia molecular, na sua essência, é determinado 
pelo processo de transferência da informação biológica do DNA para RNA e 
deste para proteína. Entretanto, em alguns casos a informação flui do RNA 
para o DNA. Alguns vírus (retrovírus), como o HIV, têm o genoma em forma 
de RNA que, em seu ciclo de vida, é copiado, originando um DNA comple- 
mentar (CDNA) por uma enzima chamada transcriptase reversa, que é uma 
DNA polimerase RNA-dependente. O processo é chamado de transcrição 
reversa e é utilizado pelos biologistas moleculares para produção de cDNA 
in vitro para diversas aplicações: 


e Quando se deseja produzir bibliotecas de cDNAs (nesse caso, produz- 
se cDNAs a partir de uma população de mRNAs). 

e Quando, a partir de biblioteca de cDNA deseja-se isolar um determi- 
nado gene específico. 
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e Quando se deseja expressar um gene eucarioto em hospedeiros proca- 
riotos que não processam os introns dos genes eucarióticos. 

e Quando se deseja amplificar determinadas sequências a partir de 
molde de RNA em um processo denominado de RT-PCR. 

e Quando se deseja conhecer toda a população de mRNA expressa 
em determinada fase de vida de uma célula ou de um tecido 
(transcriptoma). 


No procedimento de obtenção de cDNA atualmente utilizado, o RNA total 
dos organismos é extraído e a fração contendo o mRNA é purificada através de 
uma cromatografia de afinidade com colunas contendo oligo-dT celulose ou 
poli-U sefarose. O mRNA é utilizado como molde para a síntese da primeira fita 
de cDNA pela ação da enzima transcriptase reversa. Cumpre lembrar que em 
células eucarióticas o mRNA nascente é processado para remoção de introns 
(splicing), adição de cap na extremidade 5” e de uma cauda poliadenilada — 
cauda poli(A) — na extremidade 3”, produzindo o mRNA maduro. Com base 
nisso, para a construção da primeira fita de cDNA utiliza-se uma pequena 
sequência de desoxitimidinas (poli dT) que hibridiza na cauda poli(A) do mRNA 
e serve como um primer para a enzima transcriptase reversa catalisar a síntese 
da primeira fita do DNA complementar, resultando em uma molécula híbrida 
formada por DNA/RNA (Figura 1.15). Para a formação da segunda fita do 
cDNA, a molécula híbrida é tratada com a RNase H, que cliva a fita de mRNA 
em diversos pontos, introduzindo quebras entre nucleotídeos vizinhos na sequên- 
cia ribonucleica. Os fragmentos de mRNA servem de primers para a DNA poli- 
merase I sintetizar a segunda fita de cDNA utilizando sua atividade polimerasica, 
o que faz concomitantemente à degradação do mRNA na direção 5'-3º com sua 
atividade exonucleásica 5'-3”. A fita dupla do cDNA está agora formada e pode 
ser tratada com a enzima T4 DNA polimerase para tornar as extremidades blunt 
end para ligar em um vetor, também blunt end, ou adicionar adaptadores com 
extremidades coesivas, normalmente geradas por endonucleases de restrição e, 
então ligar a um vetor tratado com as mesmas endonucleases. 


1.5.3 Engenharia genética aplicada à saúde: o caso 
da insulina humana expressa em bactérias 


Será descrita a seguir a primeira experiência brasileira de produção de 
um biofármaco recombinante, a insulina humana. A tecnologia foi desenvol- 
vida pela Biobrás (Biotecnologia Brasileira S.A.), de Montes Claros (MG), 
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Figura 1.15 Síntese de cDNA. Esquema demonstrativo da obtenção de um cDNA de fita dupla a partir do mRNA com uso das enzimas 
transcriptase reversa, DNA polimerase | e RNase H. 


em colaboração com a Universidade de Brasília (UnB), no período de 1988 
a 19995, 

A insulina é um hormônio proteico produzido por células das ilhotas 
de Langerhans no pâncreas. É produzida como uma proteína precursora 
com 110 aminoácidos, chamada de pré-proinsulina, constituída de três 
cadeias (A, Be C). Para adquirir sua forma ativa, a pré-proinsulina passa 
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por modificações pós-traducionais (proteólise), resultando na insulina com 
51 aminoácidos, com apenas as cadeias À e B. 

O peptídeo-sinal da insulina contém 24 aminoácidos, tendo a função 
de direcionamento da proteína para o retículo endoplasmático, onde é 
processado e retirado da sequência da insulina gerando a forma proinsulina 
ainda constituída das cadeias A, B e C. As cadeias À e B, compostas por 21 
e 30 aminoácidos, respectivamente, são conectadas pela cadeia C (35 ami- 
noácidos). Durante a maturação, há a formação de duas ligações dissulfeto 
entre os resíduos de cisteínas das cadeias A e B e entre resíduos internos na 
cadeia A. A proteína dobra-se e é transportada para o aparelho de Golgi 
empacotada em vesículas de secreção, onde é clivada pelas enzimas: PC1 
e PC2 (“proprotein convertase 1 e 2”), que são enzimas “trypsin like” e 
digerem a proinsulina nas posições R32 e R65, deixando dois resíduos de 
aminoácidos básicos na extremidade carboxi da cadeia B (R-R ou Arg-Arg) 
e na extremidade carboxi da cadeia C (K-R ou Lys-Arg). A seguir, a carbo- 
xipeptidase F, uma enzima “carboxipeptidase B like” retira os dois resíduos 
básicos de ambas as extremidades, resultando na liberação da cadeia C, de 
modo que as cadeias A e B permanecem ligadas entre si pelas ligações dis- 
sulfeto formando o hormônio insulina, que é então secretado na corrente 
sanguínea (Figura 1.16). 

A anormalidade na secreção ou função da insulina em seres humanos 
gera sérias alterações no metabolismo da glicose, causando uma desordem 
chamada de Diabetes mellitus, que pode ser controlada com a administra- 
ção de insulina e controle de ingestão de glicose. Devido a sua importância 
terapêutica, esse hormônio foi produzido para uso terapêutico em humanos 
por extração de pâncreas bovinos ou suínos. Esse procedimento, além de ser 
dispendioso, tem algumas outras desvantagens em relação ao de TDR, como: 


e requer grande quantidade de pâncreas animal; 

e no processo de purificação a partir de pâncreas animal, o hormô- 
nio pode vir contaminado com patógenos de mamíferos, como vírus, 
viróides e príons; 

e como as moléculas têm sequências de aminoácidos que variam um 
pouco em relação à sequência humana, podem induzir à formação de 
anticorpos durante o tratamento. 


A técnica desenvolvida no Brasil consiste em introduzir e expressar em 
altos níveis no interior da bactéria Escherichia coli a sequência codificadora 
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Figura 1.16 Processamento da insulina. À pré-proinsulina é convertida em proinsulina pela clivagem do peptideo-sinal pela peptidase 
seclT. A seguir, é translocada para o Aparelho de Golgi, onde a cadeia C é clivada pela ação das peptidases PCTe PC2 e da carboxipep- 
tidase F, liberando o hormônio para a secreção. 


56 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


da proinsulina humana produzida por síntese química, conforme descrito a 
seguir: 


Anelamento 


Ligação 


e O gene da insulina humana foi predito a partir da sequência de ami- 


noácidos disponível na literatura e construído por síntese química. A 
vantagem de se usar a síntese química é a possibilidade de definir a 
estrutura ideal do gene para sua expressão ideal. 

O gene da proinsulina foi construído através do anelamento de 
sequências oligonucleotídicas sintetizadas separadamente, de forma a 
conter as cadeias A, Be C do peptídeo original, como observado no 
esquema da Figura 1.17. Para a construção do gene, quatro oligonu- 
cleotídeos foram sintetizados para a cadeia B, quatro para as cadeias 
C e dois para a A. Os oligonucleotídeos foram anelados entre si. Mon- 
taram-se inicialmente as cadeias B, C e À separadamente, e então elas 
foram ligadas nessa ordem. Após a construção, o gene foi inserido em 
vetor de clonagem para a realização de sequenciamento de DNA e a 
confirmação da sequência nucleotídica correta do gene”. 


Cadeia B Cadeia C Cadeia A 











Figura 1.17 Estratégia utilizada para a construção da mensagem genética da proinsulina humana por síntese química para a expressão 


na bactéria Escherichia coli. 
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Após a sequência do gene da proinsulina ter sido confirmada com o 
sequenciamento, o próximo passo foi a subclonagem em um vetor de expres- 
são chamado de pLMT8.5, construído especialmente para expressar em altos 
níveis a pro-insulina em E. coli. O vetor foi projetado para conter partes ou 
sequências específicas (promotor, Shine Dalgarno, terminador de transcrição 
e gene de resistência à antibiótico) que garantissem alto nível de expressão 
da proteína recombinante na hospedeira bacteriana. 

Para se garantir uma replicação estável foi utilizada a origem de repli- 
cação do pUC 18 derivada do plasmídeo pMB1 projetado para aumentar o 
número de cópias do vetor na célula. 

A marca de seleção dominante utilizada foi a resistência à tetraciclina. O 
gene da tetraciclina foi isolado do plasmídeo RP4 e foi escolhido para garan- 
tir pressão seletiva durante a fermentação na fase de produção do inóculo. 

O promotor escolhido foi o pL do bacteriófago lambda que pode ser 
ativado simplesmente pela mudança de temperatura. É um promotor forte 
e regulado negativamente pelo repressor cl, sensível à temperatura, que é 
funcional a 28 °C e nao funcional a 42 °C. 

Para se garantir eficiente expressão, o sítio de ligação de ribossomos 
(região Shine Dalgarno) foi obtido por síntese química e baseada na região 
Shine Dalgarno do fago T7, bastante eficiente na tradução de genes expres- 
sos em E. coli. De maneira similar, uma sequência de término de transcrição 
Rho-independente, também foi obtida por síntese química, baseando-se na 
sequência do operon triptofano de E. coli. 

Por último, para facilitar a clonagem direcional foi inserido entre a região 
promotora e a região terminadora, um múltiplo sítio de clonagem com sítios 
únicos para as enzimas de restrição Ncol, EcoRI. Stul, PstI e BamHI. Estra- 
tegicamente, o códon de início de tradução ATG já estava incluído no sítio 
de Ncol. Com essas estratégias construiu-se o vetor pLMT8.5 para superex- 
pressão em E. coli, visualizado na Figura 1.18. 

O gene da proinsulina foi subclonado no pLMT8.5, e o vetor recombi- 
nante foi denominado de pPTA1. Esse plasmídeo foi inserido por transfor- 
mação em uma linhagem de E. coli que possui o repressor termossensível, e 
a proinsulina foi expressa por meio de indução térmica. 

Verificou-se a expressão da proinsulina com aproximadamente 10 mil 
daltons, que correspondia a cerca de 20% das proteínas totais da bactéria 
(Figura 1.19). A proteína foi expressa em forma de corpúsculos de inclusão 
no citoplasma da bactéria, o que auxilia na proteção contra proteólise e faci- 
lita na recuperação para a purificação após a lise da célula, centrifugação e 
solubilização. 
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Figura 1.18 Mapa do vetor de expressão pLMT8.5 construído para a produção da proinsulina humana em E. coli. TetR: gene de resis- 
tência a tetraciclina; ori: origem de replicação; MCS: região de sítios únicos para enzimas de restrição; pL: promotor pL; SD: sequência 
Shine-Dalgarno e TT: região de terminação de transcrição. 


Após a obtenção das células induzidas com os corpúsculos de inclusão no 
interior, estas eram coletadas por centrifugação, os corpúsculos de inclusão 
separados por centrifugação, dissolvidos com alta concentração de ureia em pH 
alto, a proinsulina era purificada por cromatografia de afinidade com níquel, 
em seguida era renaturada e a cadeia C eliminada com digestão por duas pro- 
teases, tripsina e carboxipeptidade B, e era, então, purificada por procedimen- 
tos cromatográficos adicionais. 


1.6 POSSIBILIDADES TERAPEUTICAS: A REVOLUCAO 
NA AREA DE SAUDE VIA ENGENHARIA GENETICA 


A biotecnologia molecular, por meio da engenharia genética, tem provo- 
cado profundas alterações em nosso cotidiano, em diversos segmentos da 
sociedade moderna, da produção de sementes à colheita, das biorrefinarias 
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Figura 1.19 Análise da expressão em diferentes tempos de indução da proinsulina em E. coli. Gel desnaturante (SDS-PAGE) a 15% dos 
lisados proteicos totais das células bacterianas, contendo o plasmídeo pPTAl (pLMT8.5 + gene da proinsulina)*. 


aos biocombustíveis e do diagnóstico de doenças ao desenvolvimento de 
novos medicamentos, assim como no aperfeiçoamento de novas técnicas 
de tratamento. 

As técnicas de manipulação genética que permitiram a construção de 
moléculas recombinantes possibilitaram grandes avanços no campo da saúde, 
a partir do momento em que se tornou possível obter moléculas de aplicação 
terapêutica e investigativa. Nesse sentido, a engenharia genética tem sido 
um caminho promissor para a cura e prevenção de muitas enfermidades ou 
desordens fisiológicas em humanos. Doenças diversas, como diabetes, hepati- 
tes, câncer e outras anormalidades, têm agora possibilidade de tratamento ou 
terapia, ou até mesmo cura, pelo uso de moléculas produzidas via TDR, tais 
como enzimas, hormônios, vacinas, anticorpos monoclonais, entre outras. 
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1.6.1 Terapia genética 


À terapia gênica ou geneterapia baseia-se na introdução de genes nas 
células e tecidos de indivíduos que possuam uma doença causada pela defi- 
ciência desses genes. 

Considerando as características dos vírus de infectar células e nelas replicar 
seu material genético, inferiu-se que os vírus seriam eficientes vetores para car- 
rear genes ao interior de células humanas em procedimentos de terapia gené- 
tica. Para se desenvolver um vetor viral, normalmente altera-se seu DNA com o 
objetivo de manter sua capacidade de replicação, mas não seu lado patogênico 
ou a capacidade de transmitir a doença (em outras palavras, desarma-se o 
vírus). Pode-se inclusive adicionar múltiplos sítios de clonagem para facilitar a 
inserção do gene correto a ser introduzido no paciente. 

O primeiro caso de sucesso de terapia genética em humanos foi realizado 
nos Estados Unidos em uma menina chamada Ashanti Silva, que tinha imuno- 
deficiência severa causada pela ausência de uma enzima encontrada em leucó- 
citos, denominada de adenina deaminase (ADA). A doença aparece em crianças 
portadoras homozigotas do gene não funcional, que para sobreviverem têm 
que viver no interior de uma bolha estéril. O gene ADA correto foi introduzido 
em células da medula óssea utilizando um vetor retroviral. A imunodeficiên- 
cia de Ashanti foi parcialmente recuperada, o que permite que ela viva uma 
vida normal. 

Em 2003, a China aprovou o primeiro produto comercial para terapia 
genética, denominado de Gendicine. Trata-se de um produto para trata- 
mento de câncer no qual o gene da proteína anticancerígena P53 é carreado 
por um vetor adenoviral. O produto mostrou-se ativo como coadjuvante dos 
tratamentos cirúrgicos e quimioterápicos de tumores sólidos do pescoço e da 
cabeça. Atualmente, existem no mundo cerca de mil testes clínicos em anda- 
mento visando ao desenvolvimento de diversos produtos dessa natureza. 

Somente em 2012 foi aprovado um medicamento baseado em terapia 
genética no mundo ocidental. A aprovação se deu pela European Medicines 
Agency (EMA) para uso no âmbito da Comunidade Europeia, e o medica- 
mento é o Alipogene Tiparvovec (nome fantasia Glybera). Esse medicamento 
destina-se ao tratamento de deficiência da enzima lipoproteína lipase, que 
causa grande aumento de gordura no sangue e, consequentemente, pan- 
creatite severa. O medicamento consiste do gene correto da enzima car- 
reado por vetor derivado de um virus adenoassociado (AAV) sorotipo I, que 
tem propensão em infectar células musculares. O medicamento Glybera é 
introduzido no corpo por meio de injeção intramuscular, e os testes clínicos 
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mostraram claramente a diminuição do nível de gordura no sangue e do 
aparecimento de pancreatite severa. 

Alternativamente ao uso de vetores virais, a terapia pode utilizar outros 
vetores, como lipossomas ou conjugados moleculares, diminuindo possibili- 
dades de infecção viral ou toxicidade e aumentando a possibilidade de efeito 
local mais eficiente, quando essas partículas adentram as células-alvo. 


1.6.2 Vacinas recombinantes 


Vacinas, no sentido estrito, são constituídas por macromoléculas especí- 
ficas que induzem a resposta imunológica protetora contra um agente pato- 
gênico. O uso de vacinas é, sem dúvida, um dos avanços da ciência de maior 
impacto em saúde pública, visto que muitas epidemias foram completamente 
controladas em várias partes do mundo com o uso de vacinas. Os objetivos 
de se desenvolver vacinas são, basicamente: promover a proteção dos indi- 
víduos contra infecções, bloquear a transmissão, prevenir sintomas e, de 
forma mais ambiciosa, levar à erradicação de tais infecções. Assim, foram 
desenvolvidos vários tipos de vacinas como as que conhecemos hoje, con- 
tra doenças como difteria, tétano, febre amarela, coqueluche, poliomielite, 
varíola, entre tantas outras. 

As primeiras vacinas foram desenvolvidas a partir da purificação de anti- 
genos ou da inativação química do agente patogênico extraído de plasma 
de animais infectados. À modernização da biologia trouxe a possibilidade de 
melhorias nos métodos de produção e purificação das vacinas já existentes, e 
os avanços da biologia molecular possibilitaram o desenvolvimento de vaci- 
nas recombinantes, a partir da identificação de vários antígenos, clonagem 
de seus genes e expressão em sistemas heterólogos. 

À primeira vacina recombinante produzida foi a vacina contra a hepatite 
B, no ano de 1986. Utilizando a TDR, o antígeno de superfície do capsídeo 
do vírus HBV foi clonado e expresso na levedura Saccharomyces cerevisiae. 
O antígeno (AgHB) purificado das células recombinantes de S. cerevisiae é 
formulado com adjuvante adequado (hidróxido de alumínio), gerando então 
a vacina contra hepatite B. À vantagem de produzir vacinas via engenharia 
genética é a possibilidade de obter o antígeno em grandes quantidades, além 
de praticamente zerar o risco de infecção, pois se trata de proteínas recom- 
binantes livres do DNA do patógeno. Esta tecnologia tem sido aplicada na 
obtenção de outros antígenos para a produção de outras vacinas, como a 
vacina contra o vírus do papiloma humano (HPV). 
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Estão em desenvolvimento o que chamamos de vacinas de DNA, que, em 
vez de conter o antígeno recombinante, contêm o gene do antígeno clonado 
no vetor de expressão, que irá garantir a expressão do antígeno quando o 
vetor for introduzido nas células do indivíduo no qual se deseja desencadear 
a resposta imune protetora. Dentro das células, o vetor garante a expres- 
são ou expressão/secreção do antígeno, que, por ser estranho, desencadeará 
resposta imune. Essa estratégia está em desenvolvimento, embora mais atra- 
sada, pois tem havido relutância em se aprovar procedimentos que envolvam 
injeção de DNA exógeno em um animal, pela possibilidade de, em certos 
casos, acarretar o aparecimento de teratomas ou neoplasias malígnas. 


1.6.3 Biofármacos recombinantes 


A indústria biotecnológica tem desenvolvido uma infinidade de biofár- 
macos recombinantes com excelentes aplicações na área médica. A exemplo 
da insulina humana, discutida acima, muitos outros produtos farmacêuticos 
para uso humano têm sido produzidos por fermentação de microrganismos, 
principalmente Escherichia coli. 

Moléculas terapêuticas humanas complexas que têm modificações pós-tra- 
ducionais como glicosilações e fosforilações não podem ser feitas em bactérias, 
pois estas não fazem tais modificações, e nem em leveduras ou fungos filamen- 
tosos, que fazem modificações pós-traducionais não idênticas às de mamífe- 
ros e, portanto, podem induzir, com maior chance, resposta imune durante o 
tratamento. Nesse caso, a hospedeira predileta para a produção de proteínas 
humanas complexas são as células recombinantes da linhagem CHO (chinese 
hamster cells), que secretam biofármacos como: fator VIII de coagulação san- 
guínea, anticorpos monoclonais, interferon beta etc. A Tabela 1.3, a seguir, 
mostra alguns dos principais biofármacos produzidos por engenharia genética, 
suas aplicações e em que hospedeiro são produzidos. 

Existem aproximadamente duzentos biofármacos aprovados para uso e 
cerca de 460 em triagem clínica, dentre os quais predominam os anticorpos 
monoclonais recombinantes (MABs)*. No cenário mundial, o Brasil vem 
tendo consideráveis destaques na produção de moléculas recombinantes, 
fruto de décadas de pesquisa e do elevado nível de modernização dos cen- 
tros de pesquisa brasileiros, do conhecimento de cientistas nacionais e da 
disposição de empresas de capital nacional em investirem nessa área. Den- 
tre os produtos recombinantes de aplicação clínico-terapêutica há o exem- 
plo pioneiro da insulina já comercializada pela Biobrás e o hormônio de 
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Tabela 1.3 Alguns produtos terapêuticos feitos por engenharia genética 











PRODUTO APLICAÇÃO HOSPEDEIRO 
a E Bactérias 
Insulina humana Tratamento de diabetes 
Leveduras 
xs : : : Bactéria 
Hormônio de crescimento Desordem de crescimento/baixa estatura 
Leveduras 
Fator de crescimento epidérmico Cicatrização de feridas Leveduras 
a A Bactérias 
Interleucina 2 Tratamento de câncer 
Leveduras 
ovinterferon Antiviral, agente antitumoral Bactérias 
B-interferon Tratamento de esclerose múltiplo ; Raisins n 
Células de mamíferos 
Eritropoetina Tratamento de certos tipos de anemia Células de mamíferos 
Fator VII, VIII e IX Agentes coagulantes Células de mamíferos 
Bactérias 
Ativador de plasmogênio tecidual Dissolver coágulos Leveduras 


Células de mamíferos 


Diversas doenças. Ex.: rituximabe (antileucêmico), 


i i Células de mamíferos 
humira (tratamento de doenças autoimunes) 


Anticorpos monoclonais (MABs) 





crescimento humano para o tratamento de nanismo, no momento em fase de 
testes clínicos pela Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., pro- 
jeto desenvolvido em colaboração com a Universidade Federal do Amazo- 
nas. Alguns outros produtos, como enzimas, hormônios e anticorpos mono- 
clonais, já tiveram seus genes clonados no país e se encontram em diferentes 
fases de desenvolvimento. 

Recentemente, pela importância que têm assumido os anticorpos mono- 
clonais, principalmente contra o câncer e doenças autoimunes, que têm que 
ser importados e consomem cerca de 40% de todos recursos disponíveis 
pelo SUS para a aquisição de medicamentos, o governo brasileiro, por inter- 
médio do Ministério da Saúde tem criado condições por meio de Parcerias 
Público-Privadas (PPPs) para estimular a produção desses biofármacos em 
nosso país, a fim de que a população brasileira tenha maior acesso ao medi- 
camento e possamos economizar importantes divisas. 
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1.7 COMO CONSTRUIR UMA BIBLIOTECA GENÔMICA 


Os procedimentos para a construção de uma biblioteca genômica serão 
apresentados, a seguir, pela sua importância para a tecnologia do DNA 
recombinante e também porque as técnicas relacionadas requerem o uso de 
importantes ferramentas que foram apresentadas neste capítulo. À Figura 
1.20 a seguir mostra as etapas que são normalmente cumpridas na constru- 
ção de uma biblioteca genômica, que foram também apresentadas de outra 
maneira na Figura 1.1, no início deste capítulo. 

No conjunto de protocolos apresentados a seguir, utilizaremos como 





Coleta do material | 
biológico 


Extração do DNA Extração do DNA 
plasmidial cromossomal 


Digestão com EcoRI Digestão com EcoRI 


Defosforilação com 
fosfatase alcalina 


Transformação 





bacteriana 





Figura 1.20 Principais etapas do procedimento de construção de uma biblioteca genômica. 


exemplo a construção de uma biblioteca genômica a partir de material 
extraído de um fígado animal. Com as devidas modificações, esses protoco- 
los podem ser utilizados com outros tipos de tecidos e/ou células. 
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1.7.1 Extração de DNA cromossomal pelo 
método do fenol/clorofórmio** 


Esse procedimento foi escolhido, pois além de resultar em DNA com bom 
nível de pureza, é similar ao utilizado por Avery e colaboradores” quando 
extraíram DNA de pneumococos e demonstraram ser essa substância o 
material genético (“princípio transformante”). Na época, em vez de solução 
com fenol, eles utilizaram para a extração uma mistura de clorofórmio com 
álcool isoamílico. Se for utilizada uma quantidade de tecido três vezes maior 
(150 mg), aumentando-se proporcionalmente os volumes das soluções, é 
possível na etapa 14 adicionar vagarosamente o álcool a -20 “ºC e coletar 
o DNA com um bastão de vidro em vez de centrifugação e lavá-lo mergu- 
lhando o bastão por alguns minutos em solução de etanol 70% a -20 °C. 


Soluções 


NE: 
e NaCl 150 mM 
e EDTA 10 mM pH 8,0 


TEN: 
e NaCl 100 mM 
e EDTA 50 mM 
e Tris-HCl 50 mM pH 7,5 


Triton X-100: 
e 10% (V/V) em agua destilada ou milli-Q. 


SDS 10% (P/V): 
* Em água destilada ou milli-Q. 


RNase A (10 mg/mL): 
e Dissolver em tampão TR (ferver em banho-maria por 15 minutos) 


Proteinase K: 
e 10 mg/mL em água milli-Q 


TR: 
e EDTA 0,2 mM 
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e Tris-HCl 10 mM pH 8,0 


Fenol: fenol hidratado equilibrado com: 
e NaCl 100mM; EDTA 1 mM 
e Tris-HCl 20 mM pH = 7,5, adicionado de 8-hidroxiquinolina e B-mer- 
captoetanol para as concentrações finais de 0,05% (P/V) e 1% (V/V), 
respectivamente 


Clorofane: 
e Fenol 1V + 1V de clorofórmio hidratado, misturados na hora do uso. 


Clorofórmio hidratado: 
Clorofórmio saturado em água milli-Q 


Procedimento 
1) Pesar 50 mg de tecido em um microtubo e homogeneizar diretamente em 
500 mL de TEN. Prosseguir imediatamente ou manter a amostra a 4 °C. 
2) Adicionar 60 mL de Triton X-100 10% e homogeneizar suavemente. 
3) Adicionar 4 mL de RNase A (10 mg/mL). 
4) Homogeneizar bem (sem movimentos bruscos), durante 5 minutos. 
) Incubar a 37 °C por 30 minutos. 
) Adicionar 60 mL de SDS 10%. 
) Adicionar 5 mL de proteinase K (10 mg/mL). 
) Incubar a 50 °C por 60 minutos. 
) Adicionar 1 volume de fenol hidratado, agitar suavemente o tubo por 
inversao por 10 minutos. 
10) Centrifugar a 2.000 g por 10 minutos. 
11) Coletar o sobrenadante (fase aquosa) e transferir para um novo microtubo. 
12) Adicionar à fase aquosa um volume de clorofane, agitando suavemente 
por inversão por 10 minutos e repetir os procedimentos dos itens 10 e 11. 
13) Adicionar à fase aquosa recuperada um volume de clorofórmio hidratado 
agitando suavemente por inversão por 5 minutos e repetir os procedimen- 
tos dos itens 10 e 11. 
14) Adicionar à fase aquosa 0,1 volume de NaCl 3M e 2,5 volumes de etanol 
100% a -20 “C e misturar invertendo o tubo várias vezes. 
15) Deixar precipitando a 0 ºC (banho água-gelo) por 30 minutos. 
16) Centrifugar a 12.000 g por 10 minutos. 
17) Descartar o sobrenadante. 


5 
6 
7 
8 
9 
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18) Lavar o sedimento, sem ressuspender, com etanol 500 pL 70% a -20 ºC, 
mantendo por $ minutos no gelo, centrifugar a 12.000 g por 2 minutos e 
desprezar o sobrenadante. 

19) Secar em “speed vac” ou em fluxo laminar. 

20) Dissolver em 100 mL a 300 mL de tampão TR, mantendo a 4 °C. Para 
dissolver bem, deixar a 4 °C durante a noite. 

21) Quando estiver totalmente dissolvido, aliquotar e estocar a -20 °C. 

22) Analisar uma alíquota de 5 pL por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A 
concentração do DNA pode ser estimada por espectrofotometria na região 
do UV, considerando-se que uma solução com 50 pg de DNA por mL apre- 
senta a absorbância igual a 1,0 no comprimento de onda de 260 nm. 


1.7.2 Extração de plasmídeos por lise alcalina** *º* 


Esta metodologia permite separar de forma rápida e barata o DNA 
plasmidial do DNA cromossomal. As bactérias são lisadas com solução de 
NaOH e SDS, que também desnatura o DNA, após o que a solução é neutra- 
lizada por meio da adição de solução de acetato de potássio em alta concen- 
tração com pH 5,8, condições nas quais o DNA cromossomal desnaturado 
precipita e o plasmídeo, que se renatura mais facilmente recuperando sua 
grande hidrofilicidade, permanece em solução. 

Se houver necessidade de uma preparação de DNA plasmidial mais pura, é 
possível a partir da etapa 12 realizar extração pelo método do fenol/clorofór- 
mio de forma similar ao descrito para a purificação do DNA cromossomal. 
Pode-se também utilizar kits comerciais que incluem, após a etapa 6, uma 
etapa adicional que consiste na ligação do DNA especificamente em uma 
resina seguida de lavagem dos contaminantes e então sua eluição da resina. 


Soluções 
Solução I: 
e Tris-HCI 100 mM pH 7,5 


e EDTA 10 mM pH 8,0 
e Lisozima 2 mg/mL 


* Modificado. 
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Solução II: 
e NaOH 0,2 N 
e SDS 1% 
e Observação: diluir primeiro o NaOH e depois adicionar o SDS. Essa 
solução não deve ser estocada por mais que um mês). 


Solução II: 
e Acetato de potássio 3 M (P/V) pH 5,8 


TR: 
e EDTA 0,2 mM 
e Tris-HCl 10 mM pH 8,0 


Procedimento 

1) Semear em placas as bactérias contendo o plasmideo pUC18 no dia ante- 
rior, de forma a obter-se colônias isoladas. 

2) Transferir uma colônia isolada para um tubo estéril contendo 5 mL de 
meio LB contendo ampicilina 100 ug/mL e incubar a 37 “C por 16 horas, 
agitação vigorosa (180 rpm). 

3) Transferir 1,5 mL da cultura para um microtubo e centrifugar a 12.000 g 
por 1 minuto. Repetir o passo 2 para a obtenção de maior quantidade de 
pellet celular. 

4) Ressuspender o pellet em 200 pL da solução I gelada. Agitar rapidamente 
no agitador de tubos (vórtex). Acrescentar 1pL de RNase A (10 mg/mL) e 
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. 

5) Adicionar 360 uL da solução I e misturar rapidamente, invertendo o 
tubo, e incubar no gelo por 5 minutos. 

6) Adicionar 300 pL da solução III gelada, misturar por inversão do tubo até 
precipitar bem (deve aparecer um precipitado claro bem definido). 

7) Centrifugar a 12.000 g por 5 minutos (para sedimentar os restos celulares 
e o DNA cromossomal precipitado). Transferir o sobrenadante para um 
tubo novo. 

8) Adicionar um volume de isopropanol misturar bem por inversão e deixar 
5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000 g por 5 minutos. 

9) Descartar o sobrenadante e remover excesso de isopropanol com auxilio 
de micropipeta. 

10) Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado a -20 °C. 
11) Centrifugar por 5 minutos a 12.000 g. Remover o sobrenadante. 
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12) Secar o pellet em “speed vac” por 5 minutos ou em corrente de fluxo 
laminar por 15 minutos. 

13) Dissolver o DNA em 50 pL de Tampão TR. 

14) Analisar 5 pL por eletroforese em gel de agarose 0,8%. 


1.7.3 Digestão dos DNAs com a enzima de restrição EcoRI 


Nesta etapa, o DNA cromossomal e o plasmídeo pUC18 serão digeridos 
com a enzima EcoRI a fim de gerar extremidades compatíveis para posterior 
ligação. Por definição, uma unidade de enzima (U) é a menor quantidade 
capaz de digerir 1 pg de DNA do fago à em uma hora a 37 °C em volume 
total de reação de 50 pL. Geralmente é recomendada, para os procedimentos 
de clonagem, uma reação de digestão exaustiva com cinco a dez vezes essa 
quantidade de enzima por pg de DNA. Assim, usamos como exemplo uma 
reação que utiliza 1 pg de DNA, cujo volume dependerá da concentração 
obtida na extração. Sempre tomar cuidado para que o volume de enzima não 
ultrapasse 10% do volume final da reação, a fim de evitar a atividade ines- 
pecífica da enzima devido ao excesso de glicerol (>5%), pois normalmente 
as enzimas são estocadas em glicerol 50%. 


Procedimento 

Durante a preparação, manter os microtubos em gelo. 

De acordo com a Tabela 1.4, misturar em microtubos os volumes dos 
reagentes e incubar a 37 ºC por 2 horas. Analisar 5 pL de cada reação de 
digestão por eletroforese em gel de agarose a 1%. Se as reações de digestão 
estiverem adequadas, incubar a 65 °C por 20 minutos para inativar a enzima 
de restrição EcoRI. 


1.7.4 Defosforilação do vetor linearizado 
com fosfatase alcalina 


Nesta etapa, o vetor digerido com a enzima EcoRI será tratado com a 
enzima fosfatase alcalina de camarão do Ártico (shrimp alkaline phosphatase 
— SAP) para remoção dos grupos fosfato da extremidade 5’ do DNA, pois 
essa enzima pode ser inativada termicamente evitando a necessidade de, 
após a defosforilação, eliminar a enzima por tratamento com protease e 
extração com fenol/clorofórmio, que é um processo muito mais trabalhoso. 
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Tabela 1.4 Reações de digestão do DNA cromossomal e do vetor. 
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mseme MOL pyg DACRONOS. au cous 
— ECORI(uL) — ECORI (ul) 
Água mill-Q q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p 
Tompão 10X 5 5 5 5 
DNA — (pg) pg — (lpg) — (lpg) 

EcoRI (10U/pL) 1 1 

Volume final 50 50 50 50 
Procedimento 


1) O DNA do vetor de clonagem pUC18 digerido com EcoRI devera ser 
precipitado com sal e alcool, lavado com etanol 70% e seco. 
2) Em um microtubo, dissolver 0,5 pg a 1,0 pg do DNA do pUC18 digerido 


em 10 pL de tampão de reação TSAP. 


3) Adicionar 0,5 U de fosfatase alcalina (SAP) para cada 1 pg de pUC18 (ou 


cerca de 1 pmol de extremidades 5” fosfato). 


4) Incubar a 37 °C por 30 minutos. 


5) Incubar a 65 °C por 15 minutos para inativar a enzima (SAP). 
6) Utilizar para ligação ou estocar a -20 °C para uso posterior. 


Solução 


TSAP: 
e 10 mM MgCl, 
e Tris-HCI 20 mM pH 8,0 


1.7.5 Ligação dos fragmentos de DNA ao vetor 


Antes da ligação, algumas considerações são necessárias. A enzima EcoRI 
é uma enzima de corte raro e produz fragmentos grandes. Dessa forma, 
consideraremos como tamanho médio de inserto 1 kb. O vetor pUC18 tem 
tamanho de aproximadamente 3 kb. Assim, para a ligação será utilizada 
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uma razão de quantidade inserto/vetor de 3:1 em uma reação de volume 
final de 20 pL. 


Procedimento 
1) Em um microtubo, misture gentilmente os reagentes relacionados na 


Tabela 1.5. 
2) Incubar a 16 °C durante a noite. 


Tabela 1.5 Reação de ligação do inserto ao vetor. 








REAGENTE VOLUME (ul) 
Água milli-Q q.s.p 
Tampão 10X 2 

DNA (Vetor) ___ (50 ng) 
DNA (Inserto) ___(150 ng) 
T4 DNA Ligase | 
Volume final 20 


1.7.6 Transformação bacteriana 


Após a ligação, as moléculas recombinantes serão, então, inseridas em 
células da bactéria Escherichia coli por transformação por choque térmico. 
Para isso, as células bacterianas devem ser tornadas competentes para a 
transformação genética por tratamento com cloreto de cálcio. Alternativa- 
mente, as células podem ser transformadas geneticamente pelo método da 
eletroporação. 


Procedimento 

Preparo de células competentes para a transformação genética 

1) No final da tarde, inocular 5 mL de meio (LB) com uma única colônia 
isolada da linhagem escolhida de E. coli e incubar durante a noite a 


a? Rã 
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2) Inocular em 50 mL de meio de cultura com 1 mL do pré-inóculo obtido 
durante a noite. Deixar crescer a 37 “C com agitação (180 rpm) até a den- 
sidade óptica (OD) de 0,5 a 0,6 a 600 nm. 

3) Transferir 45 ml da cultura para um tubo de centrifugação tipo falcon 
estéril e centrifugar por 10 minutos a 5.000 g e 4 ºC e, em seguida, cuida- 
dosamente descartar todo o sobrenadante. 

4) Ressuspender cuidadosamente as células em 10 mL de solução de TCa 
gelada (banho gelo-água) e manter em gelo durante 30 minutos. 

5) Coletar as células por centrifugação por 10 minutos a 2.000 ge 4ºCe 
cuidadosamente descartar o sobrenadante. 

6) Ressuspender cuidadosamente as células em 1 mL de solução de TCa 
gelada. 

7) As células estão prontas para a transformação por choque térmico (ou 
para congelamento e armazenamento). Observação: A eficiência da trans- 
formação aumenta a partir do preparo das células, se adequadamente 
estocadas entre 0 “Ce 4 ºC, até cerca de 15 horas, quando começa a 
diminuir devido à morte das células. Se desejar transformar com baixa 
eficiência, é possível até 48 horas após o preparo. Para o armazenamento 
a -80 ºC, adicionar glicerol estéril para uma concentração final de 12,5% 
V/V e congelar em lotes de 100 pL em microtubos de 1,5 mL. 


1.7.7 Transformação genética 


Soluções e meios de cultura 


Gas 
e CaCl, 100mM 
¢ Tris-HCl 10mM pH= 7,5 (esterilizar por autoclavagem 


Meio LB: 

e peptona 10g/L 

e extrato de levedura 5 g/L 
NaCl 4 g/L pH = 7,0 
Esterilizado por autoclavagem 


Meio LB sólido: 
e Meio LB ao qual se adicionou 15 g/L de ágar bacteriológico 
e Esterilizado por autoclavagem 
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Ampicilina: 
e 100 mg/mL (solução 1000X) em água milli-Q estéril 


IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo): 
e 100 mM em água milli-Q estéril 


X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactopiranosídeo): 
e 20 mg/mL dissolvidos em dimetilformamida 


Procedimento 


1) Adicionar de 1 pL a 10 pL da reação de ligação contendo de 50 ng a 200 
ng de DNA em um microtubo contendo 100 pL da suspensão de células 
competentes. 

2) Deixar no gelo por 30 minutos. 

3) Dar um choque térmico transferindo o tubo do gelo para um banho-ma- 
ria a 42 °C por 45 segundos (ou alternativamente a 37 °C por 5 minutos). 

4) Deixar no gelo por 3 minutos e adicionar 900 mL de meio LB. 

5) Incubar à 37 °C por 1 hora sob agitação. 

6) Plaquear diversos volumes (por exemplo, 20 uL, 50 uL, 100 uL e 200 uL) 
com alça de vidro em meio LB sólido contendo ampicilina 100 pg/mL, 
IPTG 0,1 mM e Xgal 40 pg/mL e incubar as placas invertidas em estufa 
a 37 °C por 14 a 16 horas. 


Análise dos resultados 

Como o pUC18 é um vetor de clonagem de seleção direta, se o inserto 
for inserido em sítio localizado no “polilinker”, como é o caso do sítio da 
EcoRI, as colônias que ficarem com a coloração natural de E. coli (bege) 
são as recombinantes e as de coloração azul em princípio receberam o plas- 
mídeo cujas extremidades se religaram sem o inserto, e portanto produzem 
B-galactosidase que converte Xgal (substrato cromogênico) em azul índigo. 
Pode-se contar as colônias e estimar a eficiência de transformação, o número 
de clones recombinantes, bem como a porcentagem dos clones recombinan- 
tes da biblioteca. 
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2.1 INTRODUÇÃO 


Como definição, um vetor é uma molécula de ácido desoxirribonucleico 
(DNA) capaz de se replicar em um organismo hospedeiro, sendo um vetor 
de clonagem uma molécula de DNA que transporta o DNA exógeno até a 
célula hospedeira que, por sua vez, se replica. Estes vetores são usados para 
a criação de bibliotecas genômicas, estudos de genoma e experimentos de 
engenharia genética. Um gene de interesse pode ser isolado e amplificado 
através da clonagem do gene, ou seja, através da inserção deste em uma 
molécula de DNA utilizada como vetor, formando uma molécula de DNA 
recombinante que será replicada em células vivas, produzindo os clones. 
Dessa forma, o DNA de interesse pode ser purificado e analisado. 
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Uma molécula de DNA necessita apresentar algumas características para 
ser capaz de atuar como um vetor para a clonagem de genes, sendo comu- 
mente modificada geneticamente para conter essas características. Sendo 
assim, um excelente plasmídeo bacteriano deve apresentar as seguintes 
características (Figura 2.1): 


1) origem de replicação: sequência de DNA que garante a replicação do vetor 
dentro da célula; 

2) ser pequeno e com sequência nucleotídica conhecida; 

3) ter um ou mais sítios únicos de restrição nos quais um fragmento de DNA 
possa ser inserido; 

4) estar presente em elevado número de cópias; 

5) possuir marcadores selecionáveis, que permitem que todas as células que 
contenham o vetor sejam selecionadas ou identificadas. 


Ori 


Promotor 


Marcador de 
seleção 





Figura 2.1 Características de um vetor de clonagem. Ori: origem de replicação; MSC: sítio múltiplo de clonagem. 


Dois tipos da molécula de DNA que satisfazem esses critérios serão apre- 
sentados neste capítulo: os plasmídeos e os bacteriófagos. Os plasmídeos 
circulares bacterianos foram os primeiros vetores utilizados para clonagem 
gênica, a partir da década de 1970. 

Em procariotos, os plasmídeos representam as mais comuns e, muitas 
vezes, as únicas formas não virais de DNA extracromossomal. Estes elemen- 
tos genéticos móveis de replicação autônoma são relativamente fáceis de 
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identificar e isolar e se tornaram ferramentas fundamentais para a biologia 
molecular e a engenharia genética, apresentando eficiência na expressão de 
transgenes tanto in vitro quanto in vivo!. 

Inicialmente extraídos de Escherichia coli (E. coli), os vetores plasmidiais 
se mostraram convenientes para a clonagem de pequenos fragmentos de 
DNA de até 20 kb, sendo atualmente utilizados para mapeamentos de res- 
trição, estudos de clonagem, regulação e terapias gênicas, bem como para o 
desenvolvimento de vacinas de DNA?+*. 

Comumente, os plasmídeos estão presentes em duas ou mais cópias por 
célula hospedeira, podendo chegar a mais de cinquenta para um único plas- 
mídeo. O número de cópias presentes é característico de cada plasmídeo, 
porém vetores de clonagem eficientes devem estar presentes na célula hos- 
pedeira em múltiplas cópias para que grandes quantidades da molécula de 
DNA recombinante possam ser obtidas. 

A produção de proteínas recombinantes é uma das principais aplicações 
da engenharia genética em biotecnologia, e os plasmídeos têm-se revelado 
extremamente úteis como vetores de clonagem para este fim. 

Os bacteriófagos, ou simplesmente fagos, são vírus que infectam bactérias 
(Figura 2.2). Os fagos são encontrados em todos os habitats do mundo onde 
vivem bactérias. Podem ser específicos, de modo que cada fago irá infectar 
somente uma espécie de bactéria ou uma única cepa, ou ainda possuir uma 
ampla gama de hospedeiros. Os fagos consistem de um genoma de DNA 
ou ácido ribonucleico (RNA) encapsulado dentro de uma camada de pro- 
teína*?. Uma das mais amplas possibilidades de utilização do fago é como 
vetor de clonagem de genes. 

Os objetivos gerais na construção de vetores de fagos incluem a presença 
de sítios de clonagem somente em fragmentos dispensáveis, a capacidade de 
acomodar vários tamanhos de fragmentos de DNA, a habilidade de contro- 
lar a transcrição do fragmento clonado a partir de promotores no vetor e a 
fácil recuperação do DNA clonado”. 

Outra possibilidade refere-se à tecnologia de phage display, que permite 
a expressão de peptídeos ou polipeptídeos exógenos na superfície de partí- 
culas de fagos. O phage display tem se mostrado uma tecnologia poderosa 
na descoberta de novas drogas e na identificação e engenharia de polipeptí- 
deos com funções biológicas ativas. Os ligantes específicos isolados a partir 
de bibliotecas de fagos podem ser utilizados na validação e concepção de 
medicamentos, na avaliação de potenciais alvos terapêuticos e no desenvol- 
vimento de vacinas!9-12, 
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Figura 2.2 Estrutura dos fagos. 


Neste capítulo, serão abordadas as características gerais e funções dos 
vetores plasmidias e de fagos e suas principais aplicações biotecnológicas. 


2.2 HISTÓRICO 


A tecnologia do DNA recombinante teve inicio na década de 1970 com 
experimentos acerca do bacteriófago lambda (À), posteriormente se tor- 
nando revolucionária nos estudos genômicos, embora o princípio básico de 
recombinação tenha sido descoberto muitos anos antes. 

Em 1928, Frederick Griffith, um médico inglês, estudando as bactérias 
responsáveis por uma epidemia de pneumonia em Londres, demonstrou o 
que ele chamou de “transformação genética”, um fenômeno no qual as célu- 
las vivas adquiriam material genético liberado por outras células, tornando- 
se fenotipicamente transformadas pela nova informação genética. Anos mais 
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tarde, Oswald Avery repetiu o trabalho de Griffith’, isolando a molécula da 
transformação, que acabou por ser reconhecida como o DNA. 

Na década de 1960, decorriam estudos em relação à capacidade de 
incorporação de genes de bacteriófagos no genoma de bactérias. Havia um 
enorme progresso na compreensão da estrutura dos genes, dos mecanis- 
mos de replicação, expressão e regulação em procariontes. Em 1962, Allan 
Campbell observou que o genoma linear do bacteriófago À torna-se circu- 
lar ao entrar na célula bacteriana hospedeira e que ocorre uma recombina- 
ção com o cromossoma do hospedeiro. Regiões curtas de cadeia simples de 
DNA, cuja sequência de bases são complementares em cada extremidade do 
genoma, também foram relatadas em experimentos posteriores!*. As chama- 
das regiões de terminações coesivas do genoma do fago lambda (COS, de 
coesivas) permitem que o genoma se torne circular na bactéria hospedeira, o 
que é uma importante ferramenta da engenharia genética. 

O biólogo americano Martin Gellert e seus colegas do National Institute 
of Health purificaram e caracterizaram uma enzima em E. coli responsável 
pela recombinação, ou união, dos fragmentos de DNA exógeno. Tal enzima 
foi denominada DNA-joining enzyme, conhecida atualmente como DNA 
ligase. Foi observado que esta propriedade de circularização do DNA pode- 
ria ser repetida in vitro!*!8, oferecendo a possibilidade de criar extremidades 
coesivas como estratégia para unir DNAs diferentes. 

Logo após, foi definida a base molecular de restrição e modificação!”. 
Depois de demonstrar que o DNA do bacteriófago À foi degradado numa 
bactéria hospedeira de restrição, Arber e colaboradores formularam a hipó- 
tese de que o agente de restrição era uma nuclease, com a capacidade para 
distinguir se era o DNA endógeno ou exógeno (Figura 2.3). 

O princípio da modificação foi descrito como a adição de grupos metil 
ao DNA bacteriano em um número limitado de sítios. Em 1969, Arber e 
Linn demonstraram que a modificação consistiu na adição de grupos metil 
para a proteção desses sítios de DNA sensível ao ataque de endonucleases 
de restrição, impedindo a ação destas enzimas!”. Uma vez estabelecido, o 
padrão de metilação é mantido durante a replicação. Em contraste, o DNA 
exógeno, com padrão distinto de metilação ou não metilado, é degradado 
por enzimas de restrição. 

Em 1968, uma nuclease de E. coli K-12 foi caracterizada bioquimica- 
mente por Matt Meselson e Bob Yuan'*. À enzima purificada modificava o 
DNA do fago À clivando-o em cinco pedaços, enquanto não atuou no fago 
À que colonizou a cepa K-12. As endonucleases de restrição têm a função de 
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Figura 2.3 Nuclease como agente de restrição. 


restringir ou impedir a infecção viral por degradação dos ácidos nucleicos 
do invasor. 

Hamilton Smith e colaboradores (1970) demonstraram que endonuclea- 
ses de restrição clivam uma sequência específica de DNA”. Em 1970, Daniel 
Nathans utilizou endonucleases de restrição para mapear o genoma do vírus 
símio 40 (SV40) e para localizar a origem de replicação??. Com isso, o poten- 
cial das enzimas de restrição foi ressaltado, permitindo que Herbert Boyer, 
Stanley Cohen, Paul Berg e colaboradores dessem início à tecnologia de 
DNA recombinante na década de 1970?!. Muitas observações experimentais 
importantes para a tecnologia de DNA recombinante ocorreram entre 1972 
e 1975, através dos esforços de vários grupos de pesquisa que trabalharam 
principalmente com bacteriófago i. 

Por sua vez, o vetor foi descoberto por Stanley Cohen, um bioquímico da 
universidade de Stanford, como um transportador de DNA. Os cientistas já 
tinham determinado que algumas bactérias possuíam fatores de resistência 
a antibióticos (fator-R)2, porém pouco se sabia sobre estes fatores. Cohen 
hipotetizou que se houvesse um sistema experimental para transformar 
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células bacterianas hospedeiras com essas moléculas de DNA para a resis- 
tência, poderia ser compreendida a biologia do fator-R. Então foi demons- 
trado que E. coli tratadas com cloreto de cálcio podem ser geneticamente 
transformadas em células resistentes a antibióticos através da adição de 
DNA plasmidial purificado”. 

Uma das primeiras moléculas de DNA recombinante a ser manipulada foi 
um híbrido do bacteriófago À e o vírus de mamífero SV40. Em 1972, Paul 
Berg produziu o primeiro DNA recombinante, utilizando EcoRI. Já Boyer, 
Cohen e Chang, em 1973?!, transformaram E. coli com o plasmídeo recom- 
binante. Stanley Cohen e seus colegas construíram um DNA plasmidial a 
partir de dois plasmídeos distintos, que, quando introduzidos em E. coli, 
possuíam as sequências de bases de nucleotídeos e as funções de ambos os 
plasmídeos de origem. A equipe de Cohen utilizou enzimas endonucleases 
de restrição para clivar as moléculas de DNA dupla fita dos dois plasmídeos 
de origem e DNA ligase para recombinar os fragmentos de DNA. Final- 
mente, o DNA do plasmídeo recombinado foi introduzido em E. coli. É 
importante explicar que “as sequências nucleotídicas clivadas são únicas e 
autocomplementares, de modo que os fragmentos de DNA produzidos por 
uma destas enzimas podem se associar com outros fragmentos produzidos 
pela mesma enzima”. 

Em 1974, o primeiro gene eucariótico foi clonado?*, amplificando genes 
de ácido ribonucleico ribossômico (rRNA) ou ácido desoxirribonucleico 
ribossomal (rDNA) da rã sul-africana Xenopus laevis, os quais foram dige- 
ridos com uma endonuclease de restrição e ligados a um plasmídeo bacte- 
riano. Para entusiasmo da comunidade científica, os genes de rã clonados 
eram ativamente transcritos em rRNA da E. coli. Isso mostrou que os plas- 
mídeos recombinantes contendo tanto DNA eucariótico quanto procariótico 
replicam-se estavelmente em E. coli. Assim, a engenharia genética pode pro- 
duzir novas combinações de genes, um feito que levou a uma preocupação 
sobre a segurança do trabalho com DNA recombinante, conforme relatado 
por Berg em 19752. 

Esses achados da década de 1970 foram um marco histórico e abriram 
caminho para o desenvolvimento da biologia molecular, engenharia genética 
e biotecnologia. Isso acarretou reflexos na biotecnologia médica (na enge- 
nharia de fármacos e vacinas, na engenharia de células e tecidos), na biotec- 
nologia vegetal (na geração de plantas transgênicas) e biotecnologia animal 
(na geração de animais transgênicos). 
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2.3 VETORES PLASMIDIAIS 


Os plasmídeos circulares bacterianos foram os primeiros vetores utiliza- 
dos para clonagem gênica, a partir da década de 1970. Em procariotos, os 
plasmídeos representam as mais comuns, e muitas vezes as únicas, formas 
não virais de DNA extracromossomial. Estes elementos genéticos móveis de 
replicação autônoma são relativamente fáceis de identificar e isolar e se tor- 
naram ferramentas fundamentais para a biologia molecular e a engenharia 
genética, apresentando eficiência na expressão de transgenes tanto in vitro 
quanto in vivo!. Inicialmente extraídos de E. coli, os vetores plasmidiais se 
mostraram convenientes para a clonagem de pequenos fragmentos de DNA 
de até 20 kb, sendo atualmente utilizados para mapeamentos de restrição, 
estudos de clonagem, regulação e terapias gênicas, bem como para o desen- 
volvimento de vacinas de DNA?. 

Plasmídeos são moléculas de DNA circular dupla-fita, com tamanho 
variável entre 5 kb e 300 kb, que ocorrem de forma extracromossomal em 
bactérias, leveduras e algumas células eucarióticas superiores. Os plasmídeos 
são capazes de replicação autônoma, possuindo dessa forma uma existência 
independente do organismo hospedeiro?*?*. Estes elementos genéticos extra- 
cromossomais apresentam em sua sequência gênica uma região constante, 
que contém genes necessários para o início e o controle da replicação, bem 
como uma região variável, contendo genes acessórios responsáveis por fun- 
ções adaptativas como resistência ou virulência antimicrobianas?!. Todos 
os plasmídeos possuem pelo menos uma sequência específica de DNA cha- 
mada origem de replicação (Ori), necessária para iniciar a replicação do 
plasmídeo de forma independente do cromossomo bacteriano. A Ori é o 
local onde as enzimas de replicação do DNA se ligam para iniciar a repli- 
cação do plasmídeo circular. Plasmídeos menores utilizam as enzimas de 
replicação da célula hospedeira para a produção de suas cópias, enquanto 
que plasmídeos maiores são portadores de genes que codificam enzimas de 
replicação plasmidial. Uma vez que a replicação do plasmídeo é iniciada em 
Ori, todo o plasmídeo circular é copiado, independentemente da sua sequên- 
cia de nucleotídeos? 7” 32, 

Comumente, os plasmídeo estão presentes em duas ou mais cópias por 
célula hospedeira, podendo chegar a mais de cinquenta para um único plas- 
mídeo. O número de cópias presentes é característico de cada plasmídeo, 
porém, vetores de clonagem eficientes devem estar presentes na célula hos- 
pedeira em múltiplas cópias para que grandes quantidades da molécula de 
DNA recombinante possam ser obtidas”. 
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2.3.1 Propriedades essenciais de um plasmídeo 


A produção de proteínas recombinantes é uma das principais aplicações 
da engenharia genética em biotecnologia, e os plasmídeos têm-se revelado 
extremamente úteis como vetores de clonagem para esse fim. Plasmídeos 
bacterianos devem apresentar algumas propriedades específicas para serem 
bons vetores de clonagem, sendo comumente modificados geneticamente 
para tal (Figura 2.1). Sendo assim, um excelente plasmídeo bacteriano deve 
conter as seguintes características?” : 


1) possuir uma origem de replicação (Ori), ou seja, uma sequência de DNA 
que permita que o vetor seja replicado na célula hospedeira de forma inde- 
pendente do cromossomo bacteriano; 

2) ser pequeno e possuir uma sequência de nucleotídeos conhecida. Como 
o vetor serve apenas para transportar e amplificar o número de cópias 
do DNA exógeno, plasmídeos pequenos têm a vantagem de replicar rapi- 
damente e requerer menos gasto energético para sua replicação. Além 
disso, plasmídeos pequenos são mais fáceis de purificar do que grandes 
moléculas; 

3) possuir múltiplos sítios de clonagem (MSC), ou seja, apresentar dois 
ou mais sítios únicos de clivagem para endonucleases de restrição, em 
um local onde o inserto possa ser incorporado ao vetor de clonagem. 
É importante que o sítio de clivagem seja único, para que a molécula 
do vetor não seja fragmentada em vários pedaços após a clivagem com 
endonucleases de restrição. Ademais, a presença de múltiplos locais úni- 
cos permite flexibilidade e facilidade na utilização de enzimas durante a 
clonagem; 

4) apresentar elevado número de cópias na célula hospedeira, facilitando a 
purificação do plasmídeo e aumentando o seu rendimento; 

5) possuir pelo menos um marcador de seleção, ou seja, apresentar em sua 
sequência um gene que codifique para um produto capaz de fazer a dis- 
tinção entre células transformadas e células não transformadas. Embora 
existam outros mecanismos, a resistência a antibióticos é o marcador de 
seleção encontrado com mais frequência em vetores de clonagem, e os 
genes de resistência à ampicilina, canamicina e tetraciclina são os mais 
utilizados em plasmídeos. 
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2.3.2 Classificação dos plasmídeos 


Plasmídeos podem ser classificados levando-se em consideração diferen- 
tes critérios: número de cópias na célula hospedeira, grupos de incompatibi- 
lidade, capacidade de transferências entre as células hospedeiras e fenótipo 
conferido pelos genes acessórios”. 


2.3.2.1 Número de cópias na célula hospedeira 


O número de cópias de um plasmídeo em sua célula hospedeira, bem 
como a estabilidade em diferentes hospedeiros e condições de crescimento, 
é determinado pelo seu controle de replicação**. O sistema de controle de 
replicação de um plasmídeo define o número médio de replicações dentro de 
uma célula durante cada ciclo celular, e o número de plasmídeos que serão 
passados às células filhas após a divisão. A determinação do número de 
cópias é um fator importante na biologia populacional dos plasmídeos, por- 
que ela impede que ocorra saturação da célula hospedeira com um número 
excessivo de cópias, no caso de uma replicação acelerada, e também impede 
que o plasmídeo seja perdido ao longo de uma linhagem celular devido a um 
processo replicativo muito lento”. 

Os mecanismos de controle de replicação e segregação diferem em plas- 
mídeos multicópias e em plasmídeos de baixo número de cópias. Os plas- 
mídeos multicópias são capazes de replicar muitas vezes durante o ciclo 
celular, podendo gerar até centenas de cópias por célula. O mecanismo de 
controle da replicação desses plasmídeos atua apenas na inibição da repli- 
cação plasmidial quando o número de cópias por célula atingir determinado 
nível, sendo assim classificado como relaxado”. Além disso, plasmídeos com 
elevados números de cópias tendem a não possuir um sistema organizado de 
segregação plasmidial durante a divisão celular, acarretando uma segregação 
ao acaso. Embora ocorra um aumento na probabilidade de transmissão plas- 
midial para as células-filhas devido ao elevado número de cópias, o fato de a 
segregação ocorrer ao acaso possibilita a eventual eliminação de plasmídeo 
relaxados de uma linhagem celular***. 

Por outro lado, os plasmídeos que apresentam baixo número de cópias 
necessitam de um mecanismo regulador da replicação mais restritivo e que 
permita apenas um ou poucos eventos replicativos a cada ciclo celular, sendo 
então classificados como estringentes*. Atualmente, são reconhecido três prin- 
cipais grupos de mecanismos reguladores estringentes: teta-replicadores, 
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replicadores círculos-rolantes (RC) e replicadores “strand-displacement”*. 
Devido ao baixo número de cópias por célula, os plasmídeos estringentes apre- 
sentam uma regulação da segregação durante a divisão celular, denominada de 
sistema de partição. O sistema de partição baseia-se na presença de sequências 
nucleotídicas específicas nos plasmídeos (sítios par) que interagem com a mem- 
brana celular da bactéria durante o processo de divisão. À medida que a célula 
hospedeira expande, as cópias dos plasmídeos são afastadas umas das outras, 
permitindo a distribuição igualitária entre as células-filhas (Figura 2.4)”. 


O O 


sitios par | Ligação à membrana 


ao, 


Z Segregação bacteriana 
Figura 2.4 Distribuição igualitária de plasmídeos entre as células-filhas por sítios par. 


2.3.2.2 Grupos de incompatibilidade (Inc) 


A classificação plasmidial formal e mais utilizada foi desenvolvida no 
início da década de 1970, levando em consideração plasmídeos pertencentes 
a um mesmo grupo de incompatibilidade (Inc)? *’. A incompatibilidade 
consiste na incapacidade de dois plasmídeos serem propagados estavelmente 
em uma mesma linhagem bacteriana, ou seja, a Inc é uma manifestação de 
parentesco entre plasmídeos que partilham elementos genéticos envolvidos 
no controle de sua replicação (replicons)º*. Dessa forma, plasmídeos com o 
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mesmo controle da replicação são incompatíveis e não podem ser propaga- 
dos na mesma linhagem celular, enquanto plasmídeos com diferentes repli- 
cons são compatíveis para a mesma linhagem bacteriana***. 

A identificação de grupamentos Inc pode ser realizada através de três 
metodologias principais: conjugação ou transformação bacteriana, hibridi- 
zação com sondas de DNA e ensaio baseado na técnica de PCR. O procedi- 
mento de conjugação para detecção de grupamentos Inc se baseia na intro- 
dução, por conjugação ou transformação, de um plasmídeo de um grupo 
Inc desconhecido em uma cepa bacteriana que carrega um plasmídeo de um 
grupo Inc conhecido. Se o plasmídeo residente for eliminado após a replica- 
ção bacteriana, o plasmídeo de entrada é atribuído ao mesmo grupo Inc do 
plasmídeo residente?. Embora essa técnica de detecção seja eficiente, essa 
metodologia é morosa, pois cada grupamento Inc deve ser testado indivi- 
dualmente, e não pode ser facilmente aplicada a todas as cepas bacterianas, 
principalmente devido à dificuldade de cultivo in vitro de algumas cepas. 

A segunda metodologia para identificação de grupamentos Inc foi desen- 
volvida especificamente para bactérias Enterobacteriaceae, e consiste na uti- 
lização de dezenove sondas de hibridização de DNA que reconhecem dife- 
rentes tipos básicos de replicons associados aos grupos Inc já conhecidos’. 
Por sua vez, a detecção de grupamentos Inc baseada em PCR utiliza primers 
específicos para a amplificação da sequência de aminoácidos dos replicons 
presentes nos plasmídeos*. Essas duas metodologias só foram implementadas 
após o advento de técnicas de sequenciamento genético e deposição em bases 
de dados das sequências de alguns grupos de incompatibilidade, como o IncP, 
IncN, IncW e IncQ. Dessa forma, possuem a desvantagem de só serem uti- 
lizadas para identificação de grupamentos Inc já descritos anteriormente”. 
Atualmente, 26 grupos Inc são reconhecidos entre cepas de bactérias entéri- 
cas, 14 grupos Inc entre cepas de Pseudomonas e aproximadamente 18 gru- 
pos Inc são reconhecidos entre as cepas gram-positivas de Staphylococcus*!. 


2.3.2.3 Capacidade de transferência 
entre células hospedeiras 


A capacidade de transferência entre as células hospedeiras também permite 
a classificação dos plasmídeos em conjugativos, mobilizáveis e não conjugati- 
vos. Plasmídeos conjugativos possuem a capacidade intrínseca de se transferir 
de uma célula para outra, num processo chamado de conjugação sexual. Essa 
capacidade de conjugação é denominada de “fator F” e pode resultar na 
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propagação de um plasmídeo conjugativo de uma célula (chamada de célula 
doadora, célula F* ou célula macho) para uma ou todas as outras células de 
uma cultura bacteriana (células receptoras ou células F`)’. A conjugação e a 
transferência do plasmídeo são controladas por um conjunto de genes de 
transferência, chamados genes tra, que codificam proteínas especializadas no 
estabelecimento de uma conexão estável entre as células doadora e receptora, 
garantindo o transporte do DNA através de um poro de transferência especia- 
lizado, o pili. O pili é um tubo proteico secretado a partir da origem de trans- 
ferência de plasmídeos conjugativos (OriT), e que conecta o citoplasma de 
duas bactérias visando à conjugação plasmidial. A transferência do DNA de 
uma célula para a outra também se inicia em OriT, e prossegue por um meca- 
nismo de replicação do tipo círculo-rolante. As principais etapas do processo 
de conjugação são: (i) a formação de pares de acasalamento; (ii) a sinalização 
entre as bactérias de que a transferência vai ocorrer, e (iii) a transferência de 
DNA e a separação das bactérias (Figura 2.5)*!. 


Célula Doadora Célula Receptora 
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Figura 2.5 Transferência de DNA plasmidial entre células F° e F`. 
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Plasmídeos mobilizáveis contêm apenas um conjunto mínimo de genes tra 
que permitem a mobilização por conjugação somente quando estes coexis- 
tem em uma mesma célula doadora com um plasmídeo conjugativo. Plasmí- 
deos mobilizáveis tendem a ter elevado número de cópias nas células hos- 
pedeiras, quando comparados com plasmídeos conjugativos, que tendem a 
ter baixo número de cópias”. Por sua vez, plasmídeos não conjugativos são 
carentes de características de conjugação e mobilização, não sendo transfe- 
ridos de uma célula para outra*!. 


2.3.2.4 Fenótipo conferido pelos genes acessórios 


As características fenotípicas conferidas pelos genes acessórios presentes 
no genoma plasmidial permitem a classificação dos plasmídeos de ocorrên- 
cia natural em cinco categorias”: 


1) Plasmídeos de fertilidade ou F: são aqueles que carregam em seu genoma, 
além dos genes acessórios, apenas os genes tra, responsáveis pela transfe- 
rência conjugativa do plasmídeo. 

2) Plasmídeos Col: possuem genes que codificam para proteínas colicinas, 
que são capazes de matar outras bactérias. 

3) Plasmídeos degradativos: codificam proteínas capazes de degradar subs- 
tâncias tóxicas para a bactéria, como tolueno e ácido salicílico. 

4) Plasmídeos de resistência: carregam genes capazes de conferir resistência 
à agentes antimicrobianos, como os antibióticos ampicilina e cloranfe- 
nicol. Plasmídeos de resistência são muito importantes na medicina e na 
microbiologia clínica, pois sua transferência entre diferentes cepas bacte- 
rianas pode ter consequências no tratamento de infecções. 

5) Plasmídeos de virulência: carregam genes que codificam proteínas tóxicas 
à bactéria hospedeira. 


2.3.3 Marcadores de seleção 


Marcadores de seleção são genes presentes nos vetores que possibilitam 
a distinção entre células bacterianas que contêm o plasmídeo e células nas 
quais o plasmídeo está ausente. Além disso, marcadores de seleção exercem 
pressão de sobrevivência na bactéria hospedeira, evitando que esta perca o 
vetor durante a replicação*2. 


Vetores Plasmidiais e Vetores de Fago: Estrutura Básica e Funções 


2.3.3.1 Genes de resistência a ATB 


Os marcadores de seleção mais utilizados em vetores plasmidiais bacteria- 
nos são os genes de resistência a antibióticos. Nesse contexto, os genes que 
conferem resistência aos antibióticos ampicilina, tetraciclina e canamicina 
são os agentes de seleção preferenciais tanto para diferenciação de transfor- 
mantes quanto para a manutenção plasmidial seletiva durante a replicação. 
O gene ampR, responsável pela codificação da enzima ß-lactamase, confere 
à célula hospedeira a capacidade de degradação de antibióticos pertencentes 
à classe das penicilinas, como a ampicilina®. Por sua vez, o gene nptII, que 
codifica para a enzima neomicina-fosfotransferase II, é capaz de inativar 
o antibiótico canamicina por fosforilação** **. Já o gene tetA, que confere 
resistência ao antibiótico tetraciclina, possui um mecanismo de ação dife- 
renciado, sendo responsável pela codificação de uma enzima transmembrana 
capaz de bombear as moléculas de antibiótico para fora da célula bacteriana 
(Figura 2.6)*. 

Embora sejam amplamente utilizados em clonagem génica, os marcadores 
de seleção com resistência a antibióticos são mais úteis quando as avalia- 
ções são feitas in vitro, situação em que é possível manter ativa a pressão 
seletiva do antibiótico. Quando esse sistema de seleção é utilizado in vivo, 
a pressão seletiva é perdida e pode comprometer a persistência do vetor na 
célula hospedeira. Além disso, quando se trata da utilização de vetores de 
expressão plasmidial em humanos, como em vacinas, a presença de um gene 
de resistência a antibiótico no plasmídeo é considerada indesejável pelas 
agências reguladoras, devido ao potencial de transferência dessa resistência 
às bactérias endógenas do organismo?**. 


2.3.3.2 Cepas auxotróficas 


À proposta mais utilizada para a seleção de recombinantes sem o uso de 
marcadores de resistência a antibióticos é a utilização de marcadores auxo- 
tróficos. Um sistema de seleção auxotrófico requer o isolamento de cepas 
bem definidas, que necessitem da suplementação do meio de cultivo com 
aminoácidos essenciais para o seu crescimento. Nessas cepas auxotróficas, 
um gene de aminoácido essencial é deletado cromossomicamente, porém é 
mantido no plasmídeo, fazendo com que a seleção das células transformantes 
seja feita através de exigência nutricional. Dessa forma, a seleção do recom- 
binante e a pressão seletiva são realizadas através do vetor de expressão, 
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Figura 2.6 Utilização de gene de resistência a antibiótico como marcador de seleção de colônias recombinantes. 





que contém um gene que complementa a mutação da cepa e restaura a capa- 
cidade dela de crescer em meio deficiente do respectivo aminoácido*> 4º» 47, 


Vetores Plasmidiais e Vetores de Fago: Estrutura Básica e Funções 


2.3.3.3 Complexo “antidoto/toxina” 


Outra abordagem para marcadores de seleção é a utilização de complexo 
antídoto/toxina. O uso dessa metodologia requer o emprego de cepas bacte- 
rianas bem caracterizadas genomicamente. À cepa bacteriana deve conter em 
seu genoma a sequência para codificação de uma proteína letal, aqui deno- 
minada toxina. Por sua vez, o vetor deve ter em sua sequência um gene de 
proteína antídoto à toxina presente no genoma bacteriano. Dessa forma, 
clones que perderam o DNA do vetor não sobrevivem à ação letal da toxina 
presente no genoma. 


2.3.3.4 Baseado em RNA 


Sistemas de seleção baseados em RNA utilizam os reguladores antisense 
endógenos RNAI/RNAII. Neste sistema, os genes cromossômicos bacteria- 
nos são modificados para conter uma sequência de RNAII dentro da região 
não traduzida do RNA mensageiro. Na presença de um plasmídeo, o repres- 
sor RNAI é produzido e se liga na sequência do RNAII, reprimindo a tradu- 
ção do gene cromossômico. Este gene pode ser um antibiótico marcador de 
resistência, um repressor da transcrição (possibilitando a expressão contro- 
lada de um segundo gene) ou um gene letal?» 48. 


2.3.4 Principais vetores plasmidiais 


2.3.4.1 pBR322 


O plasmídeo pBR322º foi um dos primeiros vetores de multiplaclonagem 
construídos para uso em E. coli e é um dos mais utilizados mundialmente. 
Sua replicação é estritamente regulada, garantindo um número constante de 
cópias do plasmídeo em cada célula (20-50). O mecanismo de regulação da 
replicação é determinado por um região da sequência de DNA derivada do 
plasmideo ColEl. Plasmideos pBR322, e seus derivados pBR327, pBR328 
e pBR329, contém dois genes de resisténcia a antibidticos em sua sequén- 
cia, o ampR, que confere resistência a ampicilina, e o tetA, que confere 
resistência à tetraciclina. Além disso, plasmídeos pBR322 são caracterizados 
como mobilizáveis, podendo ser transferidos para outras células durante a 
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conjugação de plasmídeos ColK*º!. Este plasmídeo tem sido utilizado para 
uma variedade de fins, incluindo clonagem, seleção e expressão de molécu- 
las recombinantes, estudos de elementos envolvidos na expressão gênica e 
construção de vetores de transporte e sequenciamento*. 


2.3.4.2 pUC 


Os vetores pUC (pUC18, pUC19, pUC72) são pequenos plasmídeos de 
alto número de cópias, amplamente utilizados para clonagem e manipula- 
ção de fragmentos de DNA em E. coli. Vetores pUC apresentam um gene 
de resistência à ampicilina em sua sequência, bem como uma origem (Ori) 
derivada do bacteriófago M13. A principal característica dos vetores pUC 
é a presença do marcador de seleção de colônias recombinantes chamado 
“bluelwhite”. Nestes plasmídeos, o MSC é situado no interior da região 
codificadora do gene lacZ, que codifica a enzima B-galactosidase. Através 
de indução com isopropil-B-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG), essa enzima 
é capaz de clivar o substrato cromogênico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D- 
galactopiranosídeo (X-gal), tornando a coloração da colônia azul. Quando 
um gene de interesse é inserido no MSC do vetor, o gene lacZ não é correta- 
mente transcrito, o que permite a detecção de células recombinantes através 
da incapacidade da célula de clivar X-gal. Dessa forma, colônias de células 
recombinantes para o inserto são brancas, enquanto que células não recom- 
binantes são azuis. É importante ressaltar que esse marcador de seleção se 
refere à presença do inserto de interesse no vetor, e não à presença de vetor 
nas células hospedeiras (a seleção de vetor nas células hospedeiras é feita 
através da resistência à ampicilina)****. 


2.3.4.3 2 pm 


O 2 pm é um plasmídeo que replica em células eucarióticas e está pre- 
sente na maioria das linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Consiste em um 
plasmídeo de 6 kb de tamanho e número de cópias variável entre 70 e 200. 
Além da origem de replicação, plasmídeos 2 pm apresentam em sua sequên- 
cia dois genes relacionados à replicação, o REP1 e o REP2. Os plasmídeos 
2 um utilizam marcadores auxotróficos de seleção de recombinantes, sendo 
a presença de uma sequência não funcional do aminoácido leucina (leu2”) o 
mais utilizado”. 
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O plasmídeo 2 pm foi utilizado na construção de uma outra classe de plas- 
mídeos eucariotos, yest episomal plasmids (YEP, plasmídeos epissômicos 
para leveduras). Os YEPs podem conter toda a sequência do 2 pm ou apenas 
a origem de replicação deste. A principal característica dos vetores YEP é a 
capacidade de integração com cromossomos do genoma da levedura, podendo 
permanecer integrado a este ou ser excisado novamente por um evento de 
recombinação”. É importante ressaltar que, embora sejam de replicação euca- 
riota, os procedimentos de clonagem em vetores para leveduras são realizados 
inicialmente em E. coli. Somente após a seleção dos recombinantes é que os 
plasmídeos são purificados, caracterizados e introduzidos em leveduras. 


2.4 BACTERIÓFAGOS 


Os bacteriófagos, ou simplesmente fagos, foram primeiramente descritos 
por E. Hankin em 1896 e, posteriormente, pelo inglês Frederick Twort em 
1915 e por Félix d’Hérelle em 1917. Hankin relatou a existência de uma 
atividade antibacteriana contra Vibrio cholerae. Mais tarde, o inglés Twort 
teorizou que a atividade antibacteriana de seu estudo poderia dever-se a pre- 
sença de um virus (fago). Entao, d’Hérelle descobriu um micro-organismo 
que era antagonista de bactérias e resultava na lise e morte da bactéria, 
denominando estes microrganismos de “bacteridfagos”® >> 56, 

Os bacteriófagos são vírus que infectam bactérias. Os fagos são encon- 
trados em todos os habitats do mundo onde vivem bactérias. Podem ser 
específicos, situação na qual cada fago irá infectar somente uma espécie de 
bactéria ou uma única cepa, ou ainda possuir uma ampla gama de hospedei- 
ros. Os fagos consistem de um genoma de DNA ou RNA encapsulado dentro 
de uma camada de proteína*?. A Figura 2.2 mostra a estrutura da maioria 
dos fagos, os quais possuem um capsídeo ligado a uma cauda composta por 
fibras cujos receptores, localizados nas suas extremidades, são responsáveis 
pelo reconhecimento dos sítios de ligação na superfície da bactéria e pela 
transferência do seu DNA para esta célula***7. Os fagos podem ter genomas 
constituídos por DNA ou RNA de fita dupla ou simples, sendo que cerca de 
90% dos fagos possuem genoma de fita dupla“. 

Os fagos podem ser classificados de acordo com seu grupo (família, gênero 
e morfotipo) e pelo gênero do hospedeiro. De 1959 a 2007, 5.568 fagos foram 
classificados por meio de microscopia eletrônica. A maioria dos fagos, 96,2%, 
são fagos com cauda pertencentes a três famílias: Myoviridae, que possuem 
caudas contráteis; Siphoviridae que possuem caudas longas e não contráteis; 
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e Podoviridae, que possuem caudas curtas. Fagos poliédricos, filamentosos e 
pleomórficos (PFP) compreendem 3,7% e pertencem a dezessete famílias ou 
“gêneros flutuantes”. Em relação ao seu hospedeiro, os fagos podem ser encon- 
trados no gênero arqueas, mas principalmente em eubactérias””. 

Os fagos infectam bactérias e podem propagar-se através de dois ciclos de 
vida: ciclo lítico e ciclo lisogênico (Figura 2.7). Os fagos do ciclo lítico (ou 
virulentos), incapazes de se apresentar no ciclo lisogênico, se multiplicam 
dentro da célula bacteriana. Após a infecção, os fagos expressam genes que 
os permitem apropriar-se do sistema de expressão de proteínas das bactérias 
e, posteriormente, da bactéria hospedeira. Os genes expressos tardiamente 
são responsáveis pela produção de cópias do genoma do fago e do capsídeo 
proteico, os quais farão parte de novos fagos. Ao final do ciclo os fagos lisam 
a célula hospedeira liberando novos fagos. Os fagos do ciclo lisogênico (ou 
temperados) integram seu genoma no cromossomo da célula hospedeira, 
replicam-no em conjunto com o genoma do hospedeiro e podem permanecer 
em um estado dormente, como um profago, por longos períodos de tempo. 
Os primeiros genes expressos integram a cópia do genoma do fago no genoma 
do hospedeiro, mantendo somente a expressão dos genes necessários à manu- 
tenção do estado lisogênico. Quando ocorre uma indução, através de um erro 
no DNA que pode significar a morte do hospedeiro, o profago pode se tornar 
ativo e trocar para o ciclo lítico, o que resulta na liberação de novos fagos” 
55, 60-61 Togo após as descobertas dos fagos, muitos estudos contribuíram para 
a descrição da sua estrutura, seu ciclo de vida, a composição do seu genoma 
e, enfim, das possibilidades de utilização desses fagos na biologia molecular. 
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Figura 2.7 Ciclo de vida dos fagos: lítico e/ou lisogênico. 
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Uma das mais amplas possibilidades de utilização é como vetor de clona- 
gem de genes. Os objetivos gerais na construção de vetores de fagos incluem 
a presença de sítios de clonagem somente em fragmentos dispensáveis, a 
capacidade de acomodar vários tamanhos de fragmentos de DNA, a habili- 
dade de controlar a transcrição do fragmento clonado a partir de promoto- 
res no vetor e a fácil recuperação do DNA clonado, entre outros objetivos?. 


2.4.1 Principais vetores de fagos 


2.4.1.1 Bacteriófago Lambda 


O fago lambda foi descrito primeiramente por Lederberg nos anos 1950. 
Lederberg descreveu que a cepa K-12 de Escherichia coli carregava um fago 
simbiótico lambda, o qual foi descoberto pela existência de uma subcepa 
“mutante” sensível a lambda®?. 

O fago lambda é um fago temperado, podendo ter seu ciclo de vida no 
estado lítico ou lisogênico. Após a infecção em Escherichia coli, o fago pode 
seguir o ciclo lítico, como descrito no item acima, modificar a sua expressão 
integrando seu genoma no genoma do hospedeiro para manter-se em um 
estado quiescente no ciclo lisogênico e novamente reverter ao ciclo lítico. 
Por estar sendo estudado há mais de cinquenta anos, o fago lambda serviu 
como um paradigma no estudo da biologia molecular, como na interação 
repressor-operador, recombinação, replicação e também na transcriçãoć> ‘4, 


Genoma 


No final dos anos 1970 e início dos anos 1980, alguns estudos buscaram 
determinar a sequência de nucleotídeos do fago lambda, focando princi- 
palmente em regiões de controle. Um desses estudos foi o de Petrov e cola- 
boradores no ano de 1981, o qual determinou a estrutura primária de um 
fragmento de DNA do fago lambda, que compreendia entre 90,8% e 93,1% 
do tamanho do genoma do fago. O fragmento estudado incluía o gene Q, o 
promotor pR’ e o gene 6S do RNA com o seu terminador*. 

No ano seguinte, Sanger e colaboradores determinaram a sequência 
nucleotídica do fago lambda. O DNA deste fago na sua forma circular con- 
tém 48.502 pares de bases e codifica para em torno de sessenta proteínas. 
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Ambas as extremidades 5” possuem uma extensão de fita simples com doze 
bases complementares entre si, chamadas terminações coesivas, ou COS. 
Durante a infecção, a extensão 5” direita (cosR) entra na célula hospedeira, 
seguida pelo genoma do fago onde as duas extremidades são ligadas pela 
DNA ligase da Escherichia coli, formando um DNA circular? *º. 


Utilização como vetor 


O fago lambda é empregado como vetor de clonagem desde a década de 
1970 e tem sido muito utilizado como vetor de expressão e, principalmente, 
na construção e triagem de bibliotecas de DNA recombinante. Entre as van- 
tagens dessa utilização do fago lambda estão a eficiência no empacotamento 
de partículas do fago e infecção em E. coli, na comparação a transformação 
de plasmídeos, e a facilidade na amplificação e armazenamento da biblio- 
teca, assim como na triagem das placas. Entre as desvantagens, podemos 
citar a preparação em larga escala mais demorada e rendimento inferior do 
lambda em relação aos plasmídeos. Os clones lambda possuem mais DNA 
vetor, e os sítios de restrição são mais complexos. O sequenciamento de 
DNA a partir de clones lambda também apresenta maiores dificuldades em 
comparação aos plasmídeos ou clones de fagos M13 de fita simples” °’. 

De forma geral, os vetores de fagos lambda podem ser classificados em 
dois tipos: vetores de substituição e vetores de inserção. Os vetores de subs- 
tituição envolvem a eliminação de regiões centrais não essenciais e a sua 
substituição por um fragmento de DNA desejado. Os vetores de substituição 
possuem um par de sítios de restrição para excisar o fragmento central, que 
é substituído por um fragmento de DNA que possua sequências compatíveis 
nas extremidades. Este tipo de vetor, como, por exemplo, Charon e EMBL, 
é capaz de clonar fragmentos de DNA grandes (até 24 kbp) e é utilizado na 
construção de bibliotecas genômicas de eucariotos superiores?. Os vetores 
de inserção envolvem a inserção de pequenos fragmentos de DNA como, por 
exemplo, ácido desoxirribonucleico complementar (CDNA) sem a remoção 
dos fragmentos não essenciais centrais do fago. A inserção destes fragmentos 
no genoma do fago poderá inativar algum dos sistemas biológicos, o que irá 
diferenciar os fagos recombinantes dos não recombinantes. Entre os princi- 
pais vetores de inserção, podemos citar Agt10 e Agt11?. 

Para a detecção dos clones recombinantes, algumas estratégias são apli- 
cadas. Uma delas é a inserção de um fragmento de DNA em um gene de 
triagem, como o lacZ de E. coli. Os fagos com o inserto sao lacZ’, enquanto 
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os vetores religados são lacZ*. Essa diferença é distinguida através do subs- 
trato cromogênico para -galactosidase X-gal, já mencionado, que se torna 
azul na presença da enzima. Outro modo de detecção dos recombinantes é a 
inserção de um fragmento de DNA no gene cI do fago, que codifica para o 
repressor lambda, necessário para a infecção lisogênica. Quando plaqueados 
com um hospedeiro hfl (high frequency of lysogenization), o vetor, sendo 
cl*, forma colônias lisogênicas, enquanto o fago com o inserto é cI e forma 
placas. Quando os fagos líticos são separados da placa, os fagos com o 
inserto são selecionados. A última estratégia que auxilia na diferenciação 
dos vetores com sequências religadas é fazer com que os eventos de ligação 
sejam improváveis. Para tanto, podem ser utilizados tratamentos com fos- 
fatase ou sítios de clonagem assimétricos no vetor, os quais irão diminuir a 
possibilidade de religação do vetor”. 


2.4.1.2 Bacteriofago M13 


No ano de 1963, Hofschneider isolou um fago filamentoso em Munique. 
Após uma série de fagos isolados, estes foram nomeados com a inicial “M”. 
O fago de número 13 (M13) foi o fago mais estudado*. Trata-se de um fago 
filamentoso de Escherichia coli que contém DNA de fita simples encap- 
sulado por um revestimento composto por cinco proteínas diferentes. São 
fagos específicos para bactérias que possuem o plasmídeo Fº” 7º. O ciclo de 
vida do fago ocorre sem a lise da célula hospedeira. O M13 se liga a E. coli 
através do pilus. Após a sua ligação, o pilus retrai, trazendo a partícula do 
fago para a superfície da célula. Após a entrada do DNA de fita simples na 
célula bacteriana, este é convertido em DNA de fita dupla por proteínas da 
célula hospedeira. Duas proteínas virais estão envolvidas na amplificação do 
genoma viral de dupla fita, levando à produção de novas cópias do DNA do 
fago. Essas moléculas são revestidas pela proteína pV. Esse complexo inte- 
rage com outras proteínas, que são responsáveis por secretar as partículas 
virais através de um conjunto de proteínas do fago inseridas na membrana. 
Assim, a partícula viral é liberada sem lisar a célula hospedeira”. O M13 
tem sido muito estudado desde a sua descoberta, servindo como modelo em 
estudos de replicação, reparação do DNA, transcrição e recombinação”?. 
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Genoma 


A maior parte do M13 consiste em um DNA de fita simples circular com 
6.407 bases revestido com 2.700 cópias da principal proteína, a pVIII. Cada 
extremidade do fago é revestida com duas proteínas diferentes: cinco cópias 
de cada proteína pVII e pIX em uma extremidade e cinco cópias de cada 
proteína pIII e pVI na outra extremidade. O tamanho do fago depende do 
tamanho do seu genoma: genomas longos irão resultar em fagos maiores, e 
genomas curtos, em fagos menores. O genoma contém dez genes compac- 
tados e uma única sequência intergênica onde outras moléculas de DNA 
podem ser colocadas. Até 12.000 bases podem ser adicionadas ao genoma 
do fago selvagem sem afetar o empacotamento”?!, 


Utilização como vetor 


Após ser isolado, o M13 continuou a ser estudado amplamente. Nos anos 
1970, Messing iniciou seus trabalhos no sentido de utilizar o fago M13 
como um vetor de clonagem. O tamanho menor deste fago e o fato do seu 
genoma ser composto por uma molécula de DNA de fita simples foram 
algumas das vantagens que levaram o M13 a ser utilizado como vetor de 
clonagem e no sequenciamento de DNA. Além disso, esse fago possui uma 
forma replicativa do DNA (fita dupla), a qual é similar aos plasmídeos, 
podendo ser utilizada também para esse objetivo. A partir dos seus estudos 
com o fago M13, Messing desenvolveu uma série de vetores, a qual cha- 
mou de M13mp. O primeiro vetor construído utilizando o fago M13 foi 
chamado de M13mp1. Para desenvolver tal vetor, foi inserido o gene lacz’ 
dentro da sequência intergênica do M13. Esse vetor forma placas azuis no 
meio ágar com X-gal. O gene lacZ’ inserido, que constituiu M13mp1, não 
possuía sítio único de restrição em sua sequência. Entretanto, o início do 
gene apresentava a sequência GGATTC, a qual sofreu uma mutação in vitro 
em um único nucleotídeo, gerando a sequência GAATTC. Essa modifica- 
ção gerou a mudança de um ácido aspártico para uma asparagina e criou 
o sítio de restrição para EcoRI. Tais modificações geraram o Mi3mp2, o 
qual é o vetor de clonagem de M13 mais simples. Apesar dessa modifi- 
cação, a enzima P-galactosidase permanece funcional. Ao longo dos anos, 
outros M13mp foram desenvolvidos, atendendo as necessidades dos novos 
estudos. Os vetores de M13 também foram amplamente utilizados para o 
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desenvolvimento de primers universais que irão amplificar o fragmento de 
DNA clonado neste vetor”? 7% 74, 


Phage display 


Phage display é uma tecnologia que permite a expressão de peptídeos 
ou polipeptídeos exógenos, na superfície de partículas de fagos. O conceito 
baseia-se na ideia de construção de bibliotecas de fagos que expressam uma 
grande diversidade de peptídeos, buscando selecionar aqueles que se ligam 
de forma eficiente a um determinado alvo desejado. O conceito inicial do 
phage display foi introduzido em 1985, utilizando-se bacteriófagos filamen- 
tosos como vetores de expressão”. Atualmente, o fago M13 filamentoso é o 
vetor mais utilizado para essa técnica!!. 

Diferentes metodologias, incluindo técnicas recombinantes, têm sido 
desenvolvidas para aumentar a diversidade dessas bibliotecas. Geralmente, 
o fragmento de DNA exógeno é inserido no genoma do fago filamentoso, e 
o peptídeo recombinante é codificado e apresentado na superfície do fago, 
fusionado com as proteínas de revestimento. À combinação do peptídeo exó- 
geno com a partícula viral estabelece o phage display como um método de 
seleção e identificação de novos ligantes virais com propriedades específi- 
cas e desejadas, criando-se bibliotecas com diferentes finalidades. O phage 
display tem-se mostrado uma tecnologia poderosa na descoberta de novas 
drogas e na identificação e engenharia de polipeptídeos com funções bioló- 
gicas ativas. Os ligantes específicos isolados a partir de bibliotecas de fagos 
podem ser utilizados na validação e concepção de medicamentos, na avalia- 
ção de potenciais alvos terapêuticos, e no desenvolvimento de vacinas!12, 


2.4.1.3 Bacteriófago T4 


O T4 é um fago que possui cauda, infecta E. coli e possui DNA de fita 
dupla. No seu ciclo de vida, o fago T4 reconhece as moléculas de LPS uti- 
lizando as fibras da cauda. O fago se anexa à superfície celular e inicia a 
contração da cauda, que, posteriormente, perfura a membrana através da 
proteína gp5. A proteína gp5 (região terminal C) se dissocia da cauda, ati- 
vando três domínios lisozima, o que irá criar uma abertura na camada de 
peptideoglicanos. À proteína gp27 se associa com um receptor na membrana 
interna, iniciando a liberação do DNA no citoplasma da célula hospedeira. 
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ssim, como outros fagos, o ambém foi uma importante ferramenta 
A f tros f , o T4 também f tante f t 
para o desenvolvimento dos conceitos da biologia molecular atual”. 


Genoma 


O T4 é um dos fagos mais complexos. O genoma do T4 é composto por 
168.903 pares de bases, possui 289 ORFs (Open Reading Frames), que codifi- 
cam proteínas, oito genes de ácido ribonucleico transportador (tRNA) e pelo 
menos dois outros genes que codificam RNAs pequenos e estáveis. O T4 possui 
mais de 150 genes identificados, com somente 62 destes sendo genes essenciais. 
O vírus é composto por mais de 2.000 subunidades de proteínas que repre- 
sentam em média cinquenta produtos gênicos. Destes, 24 estão envolvidos na 
formação da cabeça, 22 no conjunto da cauda e seis na formação das fibras 
da cauda. Mais de dez outros genes estão envolvidos na codificação de outras 
proteínas que não estão presentes na formação do vírus”. 


Utilização como vetor de clonagem 


O fago T4 também tem sido utilizado como vetor de clonagem. Um 
exemplo dessa utilização, ainda na década de 1980, foi o estudo de Shub e 
colaboradores, que descreveu a inserção de 3.100 pares de bases de DNA 
contendo a sequência codificadora para B-galatosidase na região NH, ter- 
minal do gene rIIB do fago T4, resultando na síntese da proteína fusionada 
rlIB-B-galatosidase. Os autores afirmam no estudo a possibilidade da síntese 
de uma proteína através da sua clonagem do gene no fago T4”. 


2.5 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


Os vetores plasmidiais e de fagos têm se revelado extremamente úteis 
como vetores de clonagem de genes, através da tecnologia do DNA recom- 
binante. As aplicações desta tecnologia tem reflexos em diferentes áreas 
biotecnológicas. 

Nesse sentido, a utilização de vetores plasmidiais e de fago para a clona- 
gem molecular é o primeiro passo para o estudo de genes, incluindo desde a 
determinação da sequência de nucleotídeos que constitui esse gene (sequen- 
ciamento), até sua manipulação, visando à expressão da proteína codificada. 
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Para tanto, faz-se necessária a utilização de um vetor de expressão. Essa tec- 
nologia moderna tem fornecido à medicina e à indústria alternativas eficien- 
tes para a produção em larga escala de determinadas proteínas, disponíveis 
anteriormente em quantidades extremamente reduzidas. 

A clonagem molecular também é um passo inicial para a obtenção de 
animais e plantas transgênicas. Vetores de expressão em eucariotos (com 
um promotor reconhecido pela RNA polimerase de células eucarióticas) são 
então utilizados. Após a clonagem do gene de interesse, caracterização e 
produção em larga quantidade, a molécula de DNA recombinante é utilizada 
na transformação genética da espécie de interesse. Além disso, esses vetores 
podem ser utilizados em mapeamentos de restrição, estudos de regulação e 
terapias gênicas, bem como no desenvolvimento de vacinas de DNA. 

Outra aplicação especificamente para os vetores de fago é a tecnologia 
de phage display, a qual permite a expressão de peptídeos ou polipeptídeos 
exógenos na superfície de partículas de fagos. O conceito baseia-se na ideia 
de construção de bibliotecas de fagos que expressam uma grande diversi- 
dade de peptídeos, buscando selecionar aqueles que se ligam de forma efi- 
ciente a um determinado alvo desejado. O phage display tem se mostrado 
uma tecnologia poderosa na descoberta de novas drogas e na identificação e 
engenharia de polipeptídeos com funções biológicas ativas. 


2.6 TÉCNICA DE MINIPREPARAÇÃO 
PLASMIDIAL POR LISE ALCALINA 


As primeiras etapas de um processo de clonagem gênica são o isolamento 
e a extração dos plasmídeos. Como os plasmídeos são muito menores que o 
cromossomo bacteriano, eles podem ser isolados através de métodos físico- 
químicos. À lise alcalina é o método mais utilizado para a purificação de 
plasmídeos de culturas bacterianas, permitindo a extração de uma quan- 
tidade satisfatória de plasmídeo com apenas alguns mililitros de cultura 
(Figura 2.8). 


Soluções 


Tampão de lise: 
e Tris-HCl 25 mM pH 8,0 
e EDTA 10 mM pH 8,0 
e Glicose 50 mM 
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Figura 2.8 Técnica de minipreparação plasmidial por lise alcalina. 


Solução de lise: 
e NaOH 0,2 M 
e SDS 1% 
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Solução neutralizante: 
e Acetato de potássio (KOAc) 60 mL a 5 M pH 5,0 
e Ácido acético glacial 11,5 mL 
e Água 28,5 mL 


Procedimento 

1) Crescer a cultura bacteriana por 16 horas (ou overnigth) a 37 °C, em 
meio LB líquido contendo antibiótico (marcador de seleção), sob agitação 
(250 rpm). 

2) Transferir 1,5 mL da cultura bacteriana para tubos de microcentrifuga e 
centrifugar por 3 minutos a 14.000 rpm. 

3) Descartar o sobrenadante e manter o tubo invertido para secagem do 
pellet. 

4) Ressuspender as células em 100 uL de tampão de lise com o auxílio de 
uma micropipeta. Observação: acrescentar lisozima ao tampão de lise 
caso a parede celular bacteriana seja muito espessa. 

5) Incubar à temperatura ambiente por 5 minutos. 

6) Adicionar 200 uL de solução de lise alcalina recém-preparada. 

7) Homogeneizar levemente através de inversão do tubo (aproximadamente 
6 vezes, até a suspensão ficar clara e viscosa). 

8) Adicionar 150 uL de solução neutralizante e incubar no gelo por 10 
minutos. 

9) Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm. 

10) Transferir o sobrenadante, de aspecto límpido, para um novo tubo de 
microcentrífuga previamente rotulado. 

11) Adicionar 450 uL de clorofórmio ou de uma solução de fenol:clorofórmio 
(v/v), e misturar com o auxílio de um vórtex. 

12) Centrifugar por 3 minutos a 14.000 rpm. 

13) Transferir a fase aquosa (clara e límpida) para um novo tubo de microcen- 
trífuga previamente rotulado. Evitar ao máximo transferir acidentalmente 
as outras fases. 

14) Precipitar o DNA adicionando 0,7 V de isopropanol e incubar no gelo por 
10 minutos. 

15) Centrifugar por 15 minutos a 14.000 rpm. 

16) Descartar o sobrenadante por inversão do tubo e lavar o precipitado com 
etanol 70% gelado. Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm. 

17) Descartar o sobrenadante por inversão do tubo e deixar o pellet secar 
completamente (aproximadamente 5 minutos). 
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18) Ressuspender o precipitado em 50 uL de água milli-Q. Observação: adi- 
cione RNAse (DNAse free) em uma concentração final de 20 pg/mL para 
total degradação do RNA bacteriano. 

19) Estocar a -20 ºC. 


2.7 TÉCNICA DE EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO 
DO DNA DO BACTERIÓFAGO M13 


O protocolo abaixo descreve a extração e purificação do DNA de fita- 
dupla do bacteriófago M13”*: 


Soluções 


Solução de lise alcalina I: 
e Glicose 50 mM 
e Tris-Cl 25 mM pH 8,0 
e EDTA 10 mM pH 8,0 
e Preparar a solução I para estoques padrão em lotes de 100 mL, auto- 
clavar por 15 minutos a 15 psi (1,05 kg/cm?) em ciclo líquido e arma- 
zenar a 4 °C 


Solução de lise alcalina II: 
e NaOH 0,2 N (recém diluído de um estoque de 10 N) 
e SDS 1% (w/v) 
e Preparar a solução II nova e usar à temperatura ambiente 


Solução de lise alcalina III: 
e Acetato de potássio 60,0 mL 5 M 
e Ácido acético glacial 11,5 mL 
H,O 28,5 mL 
e A solução resultante é 3 M com relação ao potássio e 5 M com relação 
ao acetato 
e Armazene a solução a 4 ºC e transfira para o gelo antes de usar. 


STE: 
e NaCl 0,1 M 


* Adaptado. 
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Tris-Cl 10 mM pH 8,0 
EDTA 1 mM pH 8,0 


Procedimento 
Lise das células infectadas 


1) 


6) 


Centrifugar 1 mL da cultura de células infectadas com M13 na velocidade 
maxima por 5 minutos a temperatura ambiente em uma microcentrifuga 
para separar as células do meio. Transferir o sobrenadante para um novo 
tubo de microcentrífuga e armazenar a 4 °C. Manter o pellet de células 
bacterianas infectadas no gelo. 

Centrifugar o pellet de células bacterianas por 5 segundos a 4 °C e remo- 
ver o meio residual com pipeta. 

Ressuspender o pellet de células em 100 uL de solução de lise alcalina I 
gelada utilizando o vórtex. Certificar-se de que o pellet será completa- 
mente disperso na solução de lise. Alguns componentes da parede celular 
bacteriana podem inibir a ação de enzimas de restrição. Para evitar esse 
problema, ressuspender o pellet em 0,5 mL de STE antes do passo 3 e 
centrifugar novamente. Após a remoção do STE, ressuspender o pellet na 
solução de lise alcalina I como descrito acima. Alguns protocolos podem 
incluir digestão da parede celular com lisozima. Este passo geralmente 
não é necessário, mas não é prejudicial. Para incluir este passo, adicionar 
90 uL da solução de lise alcalina I ao pellet bacteriano e ressuspender 
através do vórtex. Adicionar 10 uL da solução de lise alcalina I contendo 
lisozima 10 mg/mL recentemente preparada às células ressuspendidas. 
Misturar os componentes tocando a lateral do tubo e incubar por 5 minu- 
tos gelo. Continuar no passo 4. 

Adicionar ao tubo 200 uL de solução de lise Alcalina II preparada recen- 
temente. Fechar bem o tubo e misture por inversão do tubo rapidamente 
por 5 vezes. Não passar no vórtex. Armazenar por 2 minutos no gelo 
após a inversão. 

Adicionar ao tubo 150 uL da solução de lise Alcalina III gelada. Fechar o 
tubo e o inverter algumas vezes para dispersar a solução através do lisado 
de bactérias viscoso. Armazenar o tubo de 3 a 5 minutos no gelo. 
Centrifugar o lisado de bactérias na velocidade máxima por 5 min a 4ºC 
em uma microcentrífuga. Transferir o sobrenadante para um novo tubo. 


Purificação do DNA do bacteriófago M13 na forma replicativa 


7) 


Adicionar igual volume de fenol:clorofórmio. Misturar as fases orgã- 
nica e aquosa através de vórtex e então centrifugue o tubo na velocidade 
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10) 


11) 


12) 


13) 
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máxima por 2 a 5 minutos. Transferir a fase aquosa superior para um 
novo tubo. 

Precipitar o DNA dupla fita adicionando 2 volumes de etanol. Misturar 
os componentes através de vórtex e armazenar à temperatura ambiente 
por 2 minutos. 

Recuperar o DNA através de centrifugação na velocidade máxima por 5 
minutos a 4 °C em uma microcentrifuga. 

Remova o sobrenadante através de aspiração. Mantenha o tubo na posi- 
ção invertida em um papel toalha para permitir que todo o líquido escoa. 
Remover as gotas de líquido aderidas na parede do tubo. 

Inclua um passo adicional de precipitação com etanol para garantir que o 
DNA seja eficientemente clivado por enzimas de restrição. 


Dissolva o pellet de DNA em 100 pL de TE (pH 8.0) 

Adicionar 50 pL de acetato de amônia 7,5 M, misturar bem e então 
adicionar 300 pL de etanol gelado. 

Armazenar o tubo por 15 minutos à temperatura ambiente ou de um 
dia para o outro a -20 ºC, e então coletar o DNA precipitado através 
de centrifugação na velocidade máxima por 5 a 10 minutos a 4ºC em 
uma microcentrífuga. Remover o sobrenadante através de aspiração. 
Lavar o pellet com 250 pL de etanol 70% gelado, centrifugar nova- 
mente por 2 a 3 minutos e descartar o sobrenadante. 

Manter o pellet de DNA secando no ar por 10 minutos e então dissol- 
ver como descrito no passo 12. 


Adicionar 1 mL de etanol 70% a 4 ºC e centrifugar novamente por 2 
minutos. Remover o sobrenadante como descrito no passo 10 e manter o 
pellet secando no ar por 10 minutos. 

Para remover o RNA, ressuspender o pellet em 25 pL de TE (pH 8.0) 
com RNase. Passar rapidamente no vórtex. À concentração de DNA 
esperada de 1 mL de cultura de bactérias infectadas é usualmente alguns 
microgramas, o que é suficiente para de 5 a 10 restrições. 


2.8 CONCLUSÕES 


O presente capítulo apresentou estratégias na construção e na utilização 


dos vetores plasmidiais e vetores de fagos. Sob a perspectiva do impacto des- 
sas descobertas na década de 1970, que possibilitou a criação da engenharia 
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genética e de suas aplicações na moderna biotecnologia, foram descritas 
detalhadamente as características e as propriedades dessas importantes 
moléculas utilizadas na biotecnologia médica, biotecnologia animal e bio- 
tecnologia vegetal. 


2.9 PERSPECTIVAS FUTURAS 


A engenharia genética abriu um novo caminho para avanços na medi- 
cina, na terapêutica e no diagnóstico de uma série de doenças. Possibilitou 
a remodelagem de organismos vivos e a geração de novos processos e pro- 
dutos. Esses avanços estão ancorados na descoberta e no domínio da mode- 
lagem sintética de vetores. A tecnologia de recombinação de sequências e 
sintetização de vetores garantiu a criação de uma nova perspectiva para as 
ciências da vida. 

A biologia sintética e a remodelagem genômica em animais e plantas pos- 
sibilitará a geração de novos modelos de animais para o estudo do câncer 
e de doenças crônicas em humanos. À produção de plantas geneticamente 
modificadas de nova geração, a partir de inovadores cassetes gênicos de 
expressão in vivo, permitirão novas abordagens de aumento de produção 
agrícola, assim como a utilização de produção de fármacos utilizando vege- 
tais biorreatores. 

O maior impacto, e o próximo passo na biologia sintética de vetores, 
será o domínio da inserção específica dos vetores em sítios específicos e em 
número de cópias desejáveis, sem alteração de características genotípicas e 
fenotípicas do hospedeiro, a não ser as herdadas e determinadas pelo pró- 
prio vetor. 
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3.1 HISTORICO 


As bases da tecnologia do DNA recombinante e da expressão heteróloga 
de proteínas foram lançadas no início da década de 1970. Stanley Cohen! 
e colaboradores mostraram, claramente, que era possível clonar sequências 
específicas de DNA cromossomal de origem procariótica ou eucariótica em 
plasmídeos de replicação independente. Esses autores descreveram, pela pri- 
meira vez, a construção de novos plasmídeos a partir da associação in vitro 
de fragmentos de DNA derivados de clivagem de plasmídeos pré-existentes 
com a enzima de restrição EcoRI. Os plasmídeos construídos in vitro foram 
inseridos por transformação na bactéria Escherichia coli, previamente tra- 
tada para torná-la competente a receber os plasmídeos. Foi demonstrado 
que os plasmídeos tinham a capacidade de se replicar na bactéria, ou seja, 
eram replicons funcionais, e que possuíam propriedades genéticas e sequên- 
cias de nucleotídeos presentes nos plasmídeos parentais!. Com isso, foram 
abertas as portas para a expressão de proteínas em hospedeiros bacterianos, 
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a partir de clonagem e expressão de genes exógenos provenientes de outras 
espécies, utilizando plasmídeos como vetores de expressão. 

Dois passos básicos são necessários para clonagem de um gene. Inicial- 
mente, o fragmento de DNA a ser clonado é ligado a um vetor que tenha a 
capacidade de se replicar autonomamente, como um plasmídeo. Em seguida, 
a molécula quimérica resultante é introduzida em um hospedeiro apro- 
priado, como a bactéria E. coli (Figura 3.1). 


Inserto de interesse Vetor plasmidial 








DNA Ligase 
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mcentacmara ator aaasa matam 
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Transformação q 





Célula bacteriana transformada 


Figura 3.1 Esquema de clonagem de uma sequência de interesse num vetor plasmidial com o auxílio de enzimas de restrição e DNA 
ligase, seguido de transformação de células bacterianas. A transformação das células se dá, normalmente, por técnicas de eletroporação 
ou choque térmico. 


Até meados da década de 1970, esse procedimento básico já havia sido 
empregado para clonar fragmentos de plasmídeos que conferiam resistência 
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a antibióticos, fragmentos do óperon do triptofano de E. coli, da região do 
rDNA (região do DNA que codifica o RNA ribossomal) de Xenopus laevis, 
do DNA de Drosophila melanogaster e dos genes que codificam histonas de 
ouriço do mar?. Para obter os fragmentos de DNA são usadas enzimas de 
restrição, que clivam o DNA em sítios específicos, normalmente sequências 
palindrômicas, deixando extremidades coesivas ou abruptas (Figura 3.2). Essas 
extremidades são ligadas pela ação da enzima DNA ligase a extremidades do 
vetor de clonagem, anteriormente clivado com a mesma enzima de restrição. 
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Figura 3.2 Esquema das possibilidades de cortes coesivo e abrupto catalisados por endonucleases de restrição comumente utilizadas 
na produção e manipulação de vetores moleculares. 


A expressão heteróloga, ou seja, a expressão de genes exógenos prove- 
nientes de outras espécies, em bactérias ou em outros tipos de organismos 
foi uma consequência natural dos experimentos pioneiros realizados por 
Cohen e colaboradores, no início da década de 1970. No entanto, nos pri- 
meiros experimentos, a intenção era a de verificar se fragmentos exógenos 
de DNA carregados por um vetor plasmidial contendo uma origem de repli- 
cação autônoma e uma marca de seleção podiam ser propagados em um 
hospedeiro bacteriano. Por outro lado, na expressão heteróloga, um gene 
específico deve não só ser propagado, mas transcrito corretamente, e o RNA 
mensageiro correspondente deve ser traduzido em uma cadeia polipeptídica 
que possa ser convertida em uma proteína funcional. Para isto, é necessário 
o conhecimento prévio sobre a estrutura e organização do gene de interesse, 
o uso de um vetor de expressão que contenha não somente os elementos 
básicos para a sua propagação e seleção, mas também as sequências que 
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permitam a transcrição correta do gene de interesse e a tradução do trans- 
crito resultante. Além disso, é necessária a escolha de um hospedeiro ade- 
quado, compatível com o vetor de expressão selecionado e com as caracte- 
rísticas da proteína de interesse. 

Os primeiros vetores plasmidiais de expressão foram, na realidade, deri- 
vados de um vetor de clonagem, o plasmídeo pBR322, desenvolvido por 
Bolivar e colaboradores”. Esse vetor contém 4.361 pares de bases (pb) ou 
pares de nucleotídeos, a origem de replicação pMB1, duas marcas de resis- 
tência a antibióticos (ampicilina e tetraciclina), mais de 40 sítios de restrição 
únicos para clonagem de fragmentos de DNA (Figura 3.3). 

O primeiro oligopeptídeo a ser sintetizado de forma heteróloga em E. 
coli foi o hormônio somatostatina*. Esse hormônio, que foi inicialmente 
obtido de extratos de hipotálamo de ovinos, inibe a secreção de uma série 
de hormônios, incluindo o hormônio de crescimento, a insulina e glucagon. 
Inicialmente um oligonucleotídeo contendo 14 códons foi sintetizado qui- 
micamente e ligado a um fragmento de 203 pb do óperon lac, contendo os 
elementos regulatórios desse óperon e os sete primeiros códons do gene que 
codifica a enzima beta-galactosidase. Esta construção foi ligada ao sítio da 
enzima EcoRI no vetor pBR322. O vetor derivado foi introduzido na linha- 
gem de E. coli RR1. Desta forma, o oligopeptídeo recombinante continha 
14 resíduos de aminoácidos da somatostatina fusionados aos sete resíduos 
de aminoácidos iniciais da beta-galactosidade de E. coli. 
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Figura 3.3 Plasmideo pBR322, evidenciando os genes de resistência @ ampicilina (Apr — bla, beta-lactamase) e à tetraciclina (Ter). 
Além disso, o esquema mostra a região rep que é responsável pela replicação do plasmídeo e a região rop, que controla a replicação. O 
pBR322 é, atualmente, comercializado pela New England Biolabs. 
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Portanto, os primeiros vetores de expressão bacteriana eram, na reali- 
dade, adaptações feitas em vetores de clonagem preexistentes. Com o decor- 
rer do tempo, novos vetores foram desenvolvidos, levando em consideração 
aspectos mais específicos da expressão heteróloga, como o nível de expres- 
são (alterando tipos de promotores e número de cópias do vetor na célula 
hospedeira), indução da expressão (promotores de expressão induzida vs. 
expressão constitutiva), quadros alternativos de leitura para a clonagem do 
fragmento de DNA de interesse, estabilidade do RNA mensageiro, solubi- 
lidade e enovelamento correto da proteína sintetizada, uso de códons mais 
adequados para o hospedeiro utilizado, adição de tags para facilitar a puri- 
ficação da proteína sintetizada, entre outras modificações”. 

Um dos marcos importantes no desenvolvimento de vetores de expressão 
foi a criação de um sistema de expressão no qual o promotor do bacterió- 
fago T7 foi usado para dirigir a expressão de genes heterólogos, associado 
ao uso da RNA polimerase desse mesmo fago*. O promotor T7 não é reco- 
nhecido pela RNA polimerase de E. coli e, portanto, a expressão do gene 
heterólogo só ocorre quando a RNA polimerase do fago T7 é ativada. Essa 
condição é bastante conveniente, pois evita a síntese não controlada de pro- 
teínas potencialmente tóxicas à célula hospedeira (Figura 3.4). 





Figura 3.4 Linhagem celular adaptada para expressão de proteínas heterólogas utilizando o promotor viral T7 controlado pelo operador 
lac. A polimerase viral T7 (em vermelho) é codificada no cromossomo bacteriano sob controle do promotor lac, e o seu produto proteico 
é responsável pela transcrição da sequencia heteróloga controlada pelo promotor T7. Dessa forma, o IPTG induz a expressão tanto da 
proteína heteróloga de interesse como da própria polimerase viral responsável por esse evento transcricional. 
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Para a expressão do gene, o plasmídeo é transferido para uma célula hos- 
pedeira que contenha em seu DNA cromossomal uma cópia do gene da RNA 
polimerase do fago T7 sob comando do promotor lacUVS, que é induzido 
na presença de isopropil-B-D-tiogalactopiranosídeo (IP TG), um indutor gra- 
tuito, não hidrolisável, do óperon lac, análogo à lactose”. Esse tipo de vetor 
deu origem a uma série de vetores denominada vetores pET (Novagen), que 
é mundialmente utilizada para a expressão heteróloga de genes em E. coli. 
Os vetores pET, além de utilizarem o promotor T7, permitem a clonagem do 
fragmento em três possíveis quadros de leitura, aumentando a possibilidade 
da expressão do gene no seu quadro aberto de leitura (Figura 3.5). 

Além disso, esse sistema conta também com a possibilidade de produzir 
proteínas heterólogas contendo uma cauda de oligo-histidina, que facilita a 
sua purificação a partir do extrato celular. A cauda de oligo-histidina per- 
mite a purificação da proteína por meio da sua passagem em uma coluna de 
afinidade contendo níquel imobilizado. A proteína é retida na coluna pela 
interação histidina-Ni, o que não ocorre com as outras proteínas contami- 
nantes do extrato celular, que são eliminadas. Em seguida, a proteína de 
interesse é eluída da coluna com uma solução de imidazol’. 
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Figura 3.5 Região do plasmídeo da série pET21a, b e c, evidenciando as três possíveis fases de leitura para clonagem de sequencias 
codantes. Os sítios de restrição Ndel e Nhel posicionam a sequencia de interesse no primeiro ATG (AUG) traduzido, enquanto os sítios 
de BamHl e EcoRI permitem a clonagem nos três possíveis quadros de leitura, conforme pode ser evidenciado pelos diferentes produtos 
proteicos resultantes em cada vetor a, b e c a partir do sítio de Bambl. 
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3.2 O QUE É UM VETOR BACTERIANO DE EXPRESSÃO 


Vetores são elementos genéticos utilizados na clonagem, transformação 
e/ou expressão de proteínas em células hospedeiras. Dos diversos tipos de 
vetores disponíveis, o mais comumente utilizado em biologia molecular e em 
projetos de expressão heteróloga são os vetores plasmidiais, que são molé- 
culas circulares de DNA dupla fita oriundas de plasmídeos encontrados em 
células bacterianas”. O papel primário de um vetor é o de ser molécula car- 
readora da sequência de DNA em estudo e proporcionar ferramentas para 
que essa sequência seja replicada (no caso de vetores de clonagem, Figura 
3.3), expressa (no caso de vetores de expressão, Figura 3.4) e/ou incorpo- 
rada em uma célula hospedeira (no caso de vetores integrativos). Neste 
último caso, o vetor não apresenta origem de replicação, de modo que a sua 
perpetuação depende da sua integração no DNA da célula hospedeira. Os 
vetores plasmidiais contam, portanto, com diversas regiões modulares que 
podem ser combinadas de forma a se obter uma diversidade de plasmídeos, 
visando, por exemplo, à expressão heteróloga de genes. Vetores plasmidiais, 
em geral, são construídos de maneira a possuírem uma região denominada 
sítio múltiplo de clonagem (multiple cloning site, MCS), ou polylinker, que 
conta com diversos sítios únicos de reconhecimento e clivagem por enzimas 
de restrição. Essa característica fornece ao usuário diversas possibilidades 
de clonagem da sua sequência de interesse, em diferentes quadros abertos de 
leitura. Além disso, esses vetores comumente possuem uma sequência deno- 
minada marcador de seleção, que é, normalmente, um gene de resistência 
a um antibiótico, que facilita a seleção de células transformadas com esses 
plasmídeos. Finalmente, é imprescindível a presença de uma origem de repli- 
cação, que garanta a replicação dessa molécula de maneira autônoma, ou 
seja, independente da divisão celular e da replicação cromossomal. 

Os vetores de expressão, por sua vez, são plasmídeos especialmente dese- 
nhados para produzir uma grande quantidade de mRNA e sua proteína/ 
peptídeo correspondente”. A transcrição é uma função de dosagem do plas- 
mídeo, isto é, do seu número de cópias, e da funcionalidade do promo- 
tor'º, Portanto, além de possuírem regiões que confiram a sua replicação 
autônoma, e pelo menos um marcador de seleção, devem possuir também 
regiões de ligação da RNA polimerase e controle do início e término da 
transcrição (promotor e terminador) flanqueando o seu MCS ou polylinker. 
Dessa maneira, as sequências a serem expressas podem ser facilmente inseri- 
das no contexto de expressão. Além disso, para se configurar esse contexto 
de expressão, o vetor deve conter também uma sequência de ligação do 
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ribossomo (ribosome binding site, RBS) que contenha a sequência Shine- 
Dalgarno, de forma a posicionar corretamente o ribossomo no mRNA para 
o inicio da tradução (códon de iniciação, AUG), e que a sequência de inte- 
resse se posicione no mesmo quadro de leitura desse códon (Figura 3.6). 


: E R Promotor o rbs + ihi 
ori an |. Terminador 
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Figura 3.6 Representação esquemática dos elementos comumente presentes e necessários para a expressão heteróloga em bactérias. 
ori: origem de replicação; antr: gene de resistência a antibiótico /marcador de seleção; R: gene que codifica um regulador da função 
do promotor; O: operador, rbs: sítio de ligação ao ribossomo no mRNA; MCS: sítio múltiplo de clonagem, utilizado para a clonagem da 
sequência codante de interesse. 


Desta maneira, a escolha do vetor de expressão é passo fundamental 
no sucesso de um projeto de expressão. A princípio, um plasmídeo com 
baixa taxa de replicação, também chamado de low copy number, gerará um 
número pequeno de moléculas de mRNA que, por sua vez, produzirá uma 
pequena quantidade de proteínas. Já um plasmídeo com elevada taxa de 
replicação (high copy number) produzirá um número maior de moléculas de 
mRNA, o que aumentaria a produção de proteínas. Porém, essa alta produ- 
tividade pode levar a um alto custo energético e, consequentemente, a um 
estresse metabólico para a célula hospedeira!!, o que pode resultar no efeito 
oposto do desejável — a redução de capacidade de produção proteica!? 13, 
Em relação à funcionalidade do promotor, é desejável que este possua capa- 
cidade de direcionar a produção da proteína heteróloga, que deve alcançar 
10% a 30% (ou mais) em relação ao total de proteínas produzidas pela 
célula. Além disso, o promotor deve ser altamente regulado e não deve diri- 
gir a síntese de mRNA no estado não induzido, de forma a evitar o desvio 
das fontes de carbono e energia para a produção prematura de proteínas, o 
que leva a um custo celular elevado, principalmente se a proteína heteróloga 
de interesse for tóxica à célula hospedeira! 11. 

Os marcadores de seleção mais comumente utilizados em vetores de 
clonagem e expressão bacterianos são os genes de resistência aos antibió- 
ticos ampicilina, canamicina, cloranfenicol e tetraciclina. A resistência à 
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ampicilina é obtida pela expressão de uma beta-lactamase codificada pelo 
gene bla, que, uma vez no periplasma bacteriano, cliva o anel beta-lactâmico 
da amplicilina. A canamicina é inativada, também no periplasma, por uma 
aminoglicosídeo fosfotransferase, e o cloranfenicol pela cat, ou cloranfeni- 
col acetiltransferase!!. A tetraciclina, por sua vez, é removida do seu sítio 
de ação inibitória no ribossomo pela ação do produto proteico do gene de 
resistência tet, um análogo de fator de elongação”. 

Os primeiros promotores a serem utilizados em projetos de expressão 
heteróloga em E. coli foram o promotor lac e suas derivações. Promotores 
sintéticos foram também produzidos de forma a combinar características 
dos promotores lac e trp, como os promotores tac e trc”. Promotores virais 
também são utilizados, sendo que o mais conhecido é o promotor T7'º. 

Além disso, vetores contendo outros promotores foram produzidos, como 
os promotores regulados por fatores ambientais, por exemplo o CspA (cold 
shock protein A), que é mais funcional em baixas temperaturas, e os que 
respondem a fatores nutricionais, phoA (fosfato), trp (triptofano) e pBAD 
(promotor do óperon arabinose)”. 


3.3 TIPOS DE VETORES DE EXPRESSÃO BACTERIANA 


Dentre os vetores de expressão bacteriana disponíveis atualmente no mer- 
cado, os mais utilizados para expressão em E. coli pertencem aos sistemas 
pET (Novagen), pBAD (Invitrogen) e pGEX (Amersham Biosciences)!”. A 
Tabela 3.1 mostra os principais tipos de vetores plasmidiais disponíveis no 
mercado e algumas das suas características. Neste capítulo, daremos enfoque 
maior ao sistema mais amplamente utilizado, o pET. 


Tabela 3.1 Lista de vetores plasmidiais de expressão bacteriana disponíveis no mercado e algumas de suas características 








VETOR PROMOTOR* MARCA DE SELEÇÃO ORIGEM FORNECEDOR 
pALTER-Exl T7 Tet Promega 
pALTER-Ex2 T7 Tet Promega 

BAD/His araBAD Amp pUC Invitrogen 
BAD /MycHis araBAD Am UC Invitrogen 

BAD /glll araBAD Amp ColE] Invitrogen 
pCal-n T7-lac Amp ColE] Stratagene 





pCakn-EK T7-lac Amp ColE] Stratagene 
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VETOR PROMOTOR* MARCA DE SELEÇÃO ORIGEM FORNECEDOR 
pCakc T7-lac Amp ColE1 Stratagene 
pCal-Kc T7-lac Amp ColEI Stratagene 
peDNA 2.1 7 Amp pUC Invitrogen 
pDUAL Tac Kan ColE1 Stratagene 
pET-3a-c 17 Amp pBR322 Novagen 
peT-9a-d 7 Kan pBR322 Novagen 
peET-1 la-d T7-lac Amp pBR322 Novagen 
pET-1 2a-¢ 17 Amp pBR322 Novagen 
pET-21 a-d(+) T7-lac Amp pBR322 Novagen 
pET230-d(+) T7 Amp pBR322 Novagen 
pET-24a-d(+) T7-lac Kan pBR322 Novagen 
pET-280-c (+) T7-lac Kan pBR322 Novagen 
pET-300-c(+) 17-lac Kan pBR322 Novagen 
pET-32a-c(+) T7-lac Amp pBR322 Novagen 
pET-41a-c(+) T7-lac Kan pBR322 Novagen 
pET-42a-c(+) T7-lac Kan pBR322 Novagen 
pET-43a-c(+) T7-lac Kan pBR322 Novagen 
pETBlue-] T7-lac Amp puc Novagen 
pETBlue-2 T7-lac Amp puC Novagen 
pETBlue-3 T7-lac Amp puC Novagen 
pGEMEX-1 7 Amp Promega 
pGEMEX-2 17 Amp Promega 
pGEX-1IT fac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-2T fac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-2TK fac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-3X fac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-4T fac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-5X tac Amp pBR322 Pharmacia 
pGEX-6P fac Amp pBR322 Pharmacia 
HATIO/11/12 lac Amp pUC Clontech 
pHATZO lac Amp pUC Clontech 
pHAT-GFPuv lac Amp pUC Clontech 
pkK223-3 fac Amp pBR322 Pharmacia 


LEX P Amp pUC Invitrogen 
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VETOR PROMOTOR* MARCA DE SELEÇÃO ORIGEM FORNECEDOR 
pMAL-c2X tac Amp ColE] NEB 
pMAL-c2E fac Amp ColE] NEB 
pMAL-c26 tac Amp ColE] NEB 
pMALp2X tac Amp ColE] NEB 
pMAL-p2E tac Amp ColE] NEB 
pMAL-p2G fac Amp ColE] NEB 
pProEX HT trc Amp Life Technologies 
pPROLar.A lac-aral Kan pI5A Clontech 
pPROTet.E Ltei0-] Com ColE] Clontech 

pQe-9 T5-lac Amp ColE] Qiagen 

pQe-16 T5-lac Amp ColE1 Qiagen 
QE-30/31 /32 T5-lac Amp ColE] Qiagen 
pQe-40 T5-lac Amp ColE] Qiagen 
pQE-60 T5-lac Amp ColE1 Qiagen 
pQe-70 T5-lac Amp ColE1 Qiagen 
QE-80/81/82L T5-lac Amp ColE] Qiagen 
pQE-100 T5-lac Amp ColE1 Qiagen 
pRSET 7 Amp ColE1 Invitrogen 
pSE280 trc Amp pUC Invitrogen 
pSE380 trc Amp pUC Invitrogen 
pSE420 trc Amp puc Invitrogen 
pThioHis trc Amp Coll Invitrogen 
pIrc99A tre Amp pBR322 Pharmacia 
pTrcHis trc Amp pUC Invitrogen 
pTrcHis2 tre Amp puc Invitrogen 
plriEx-] 17 Amp pUC Novagen 
pTiEx-2 T7-lac Amp pUC Novagen 
plrxFus p Amp ColE] Invitrogen 


* TZ: promotor do bacteriófago T7; araBAD: promotor do óperon da arabinose de E. coli; lac: promotor do óperon da lactose de E. coli; 
tac: promotor híbrido derivado dos promotores dos óperons do triptofano e da lactose de E. coli; P,: promotor do bacteriéfago lambda; 
tre. promotor híbrido derivado dos promotores trp e lacUVS; lac-aral promotor híbrido derivado da fusão do promotor lac com o sítio 
de ligação da proteína ativadora AraC de E. coli; Ltet0-1: promotor induzido por tetraciclina; T5-lac: promotor híbrido derivado da fusão 
entre o promotor /ac e o promotor do bacteriófago T5. 
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3.3.1 O sistema pET 


Os mais de 42 vetores do sistema pET, comercializados atualmente pela 
Merck-Millipore, contam com o promotor viral T7 ou um híbrido T7-lac. 
Esses vetores foram desenvolvidos a partir de estudos realizados original- 
mente por Studier e colaboradores no final da década de 19806 82) e são os 
vetores mais utilizados para a expressão em bactérias. 

A polimerase viral T7 é extremamente seletiva e com alta afinidade pelo 
seu promotor, o que leva a célula a direcionar a maioria de seus recursos 
para a expressão da proteína de interesse, que pode chegar a 50% da pro- 
teína total da célula!?2!. Portanto, vetores dessa série devem ser usados em 
linhagens celulares contendo uma sequência da polimerase viral T7 também 
controlada pelo promotor lac em seu DNA cromossomal?2. A vantagem do 
promotor híbrido é a possibilidade de repressão pelo repressor lac (Lacl), 
presente no genoma de E. coli e, também codificado na maioria dos veto- 
res da série pET, evitando que os recursos celulares sejam desviados para a 
produção da proteína heteróloga de interesse antes que a cultura atinja uma 
densidade celular alta (fase log), o que poderia induzir o estresse celular!'. 
Esses promotores são induzíveis por IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirano- 
sídeo), que regula a interação do repressor lac com a região operadora. 

Os vetores dessa série também podem possuir diferentes elementos para 
facilitar a detecção e a purificação da proteína de interesse. Dentre estes, 
destaca-se a cauda de oligo-histidina (6xHis ou His-tag), presente na vasta 
maioria dos vetores dessa série, que permite a purificação da proteína de 
interesse com colunas de afinidade. Além disso, os vetores pET possuem 
uma grande variedade de tipos de MSC ou polylinkers, visando à clonagem 
com diversas enzimas de restrição, em fase com o gene de interesse e tags de 
fusão, e a maioria possui genes de resistência à ampicilina ou canamicina. 


3.3.2 O sistema pBAD 


Os vetores do sistema pBAD? baseiam-se no uso do promotor do óperon 
arabinose araBAD, que é controlado gradualmente pela presença de ara- 
binose. A vantagem da utilização desse promotor é a resposta dose-depen- 
dente, ou seja, a expressão do gene de interesse pode ser regulada pela con- 
centração de indutor (arabinose) no meio de cultura. Isso é atingido devido 
à geração de uma população mista de células hospedeiras, sendo que parte 
das células é induzida e parte não. O efeito final desse fenômeno é o controle 
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da expressão na população como um todo!“ 2*. Portanto, provavelmente a 
maior vantagem dos vetores da série pBAD seja, além do moderado nível de 
expressão, evitando o estresse metabólico celular", a fácil e eficaz possibili- 
dade de modulação”. A Figura 3.7 ilustra o sistema pBAD e dá detalhes do 
seu funcionamento. 


Gene de interesse 





Figura 3.7 Esquema estrutural do sistema pBAD. O gene de interesse é clonado sob controle do promotor araBAD, e a sua funciona- 
lidade é dependente da ligação da proteína AraC nas regiões 02, 01 e aral em sua forma ativa (ligada à arabinose) ou inativa, que 
induz a formação de um /o0p. À CAP é responsiva a AMP cíclico (CAMP), cuja concentração aumenta, ativando-a, na ausência de glicose. 


3.4 HOSPEDEIROS BACTERIANOS 


Células procarióticas são normalmente preferidas como hospedeiras para 
a expressão de genes heterólogos, que codificam proteínas que, em geral, 
não sofrem modificações pós-traducionais. Dentre as bactérias, E. coli é a 
mais frequentemente utilizada, uma vez que requer fontes de carbono de 
baixo custo para o seu crescimento, acumula biomassa rapidamente, pode 
ser cultivada em fermentadores sob alta densidade de células, sua genética é 
muito bem caracterizada, há uma grande quantidade de vetores de expressão 
disponível e diversas linhagens mutantes que podem ser utilizadas como hos- 
pedeiras, dentre outras características desejáveis. Buscas recentes no Protein 
Data Bank (PDB, banco de dados de proteínas) mostram que quase 90% das 
proteínas recombinantes produzidas até o momento foram expressas em E. 
coli. Células de insetos infectadas com baculovírus foram o segundo tipo de 
hospedeiro mais utilizado (cerca de 4,5%), enquanto as células de mamífe- 
ros ficaram em terceiro lugar (cerca de 2,5%)*°. 

As linhagens selvagens de E. coli apresentam uma série de característi- 
cas que são indesejáveis para o seu uso como hospedeiras para a expressão 
heteróloga de genes. Por isso, mutantes vêm sendo isolados ou produzidos 
por engenharia genética para permitirem a expressão, em nível desejado, da 
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proteína heteróloga. Uma das mutações utilizadas é a endA1, uma muta- 
ção no gene endA que abole a atividade da endonuclease I, permitindo a 
obtenção de preparações de plasmídeos com alta qualidade (baixo nível de 
degradação). Outra mutação de interesse para a expressão heteróloga de 
genes em E. coli é a recA1, que torna a bactéria deficiente em recombi- 
nação homóloga. Esse tipo de recombinação é indesejável quando o gene 
heterólogo contém sequências repetitivas ou quando o plasmídeo contém 
sequências similares às do cromossomo do hospedeiro. Mutações nos genes 
que codificam as proteases lon e ompT também melhoram o processo de 
expressão heteróloga de genes em E. coli, uma vez que essas proteases ten- 
dem a degradar as proteínas de interesse durante o processamento?. 

Entre as linhagens de E. coli, a BL21 tem sido a mais utilizada como hos- 
pedeira e tem-se mostrado bastante apropriada para a expressão heteróloga 
de genes”. Dentre as características que tornam BL21 uma excelente linha- 
gem hospedeira estão: crescimento vigoroso em meio mínimo, não patogeni- 
cidade, deficiência na síntese de proteases naturais (mutações nos genes lon 
e ompT) e a facilidade de adicionar elementos genéticos importantes para o 
sistema de expressão!* 28. Como pode ser visto na Tabela 3.2, várias linha- 
gens são derivadas de BL21 e apresentam mutações que otimizam o processo 
de expressão heteróloga de genes". 


Tabela 3.2 Algumas linhagens de E. coli usadas para a produção heteróloga de proteínas e suas principais características? 17º 


LINHAGEM 





LINHAGEM ORIGINAL PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS 
AD494 K12 Mutante para trxB (tiorredoxina redutase); facilita q 
formação de pontes dissulfeto no citoplasma. 
BL21 B Mutante para as proteases lon e ompT. 
BL21trxB BL21 Mutante para trxB; mutante para as proteases lon e ompT. 


Melhora a expressão de genes de eucariotos que contenham códons raros 


BLZ? CodonPlus IL BLZ] em E. coli: AGG, AGA, AUA, CUA; mutante para as proteases lon e ompT. 


Melhora a expressão de genes de eucariotos que contenham códons raros 


BLZ CodonPlus-RP BLZ em E. coli: AGG, AGA, CCC; mutante para as proteases lon e ompT. 


Mutante para recA; estabiliza repetições em tandem; 


BIR BLZ] mutante para as proteases lon e omp. 


Auxotrófica para metionina; usada para a marcação de 


B834 B. Bc proteínas com *S-metionina e selenometionina. 


BB7333 . Mutante para as proteases clpX, clpP e lon. 
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LINHAGEM 
LINHAGEM ORIGINAL PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS 
Auxotrófica para metionina; usada para a marcação de 
DL41 K12 e agp 
proteínas com *S-metionina e selenometionina. 
(41 BL21 Mutante desenhado para a expressão de proteínas de membrana. 
(43 BL21 Mutante duplo desenhado para a expressão de proteínas de membrana. 
HMS174 K12 Mutante para recA; resistente à rifampicina. 
JM110 - Mutante para dam e dem; näo ocorre metilação do DNA nos sítios dam e dem. 
JM 83 k12 Útil para a secreção de proteínas recombinantes no periplasma. 
LMG194 - Mutante ara; usada em combinação com vetores contendo promotor BAD. 
no Mutante para trxB/gor (fiorredoxina e glutationa redutases); facilita 
Origami K12 É : . 
bastante a formação de pontes dissulfeto no citoplasma 
Origami B BL21 Mutante para trxB/gor; mutante para as proteases lon e ompl. 


Melhora a expressão de genes de eucariotos que contenham 
Rosetta BL21 codons raros em E. colt. AUA, AGG, AGA, CGG, CUA, CCC 
e GGA; mutante para as proteases lon e omp. 


Melhora a expressão de genes de eucariotos que contenham códons 
Rosetta-gami BL21 raros em £E. coli: AUA, AGG, AGA, CGG, CUA, CCC e GGA; mutante 
para as proteases lon e ompT, mutante para trxB/gor. 


* Adaptado. 


Embora E. coli represente um dos mais versáteis e utilizados sistemas de 
expressão heteróloga, várias proteínas eucarióticas de interesse comercial 
não são eficientemente expressas nessa bactéria. Dentre as limitações de E. 
coli para a síntese heteróloga de algumas proteínas de eucariotos estão a (i) 
incapacidade para realizar modificações pós-traducionais que são típicas de 
células eucarióticas; a (ii) capacidade limitada para realizar ligações dissul- 
feto; (iii) algumas proteínas sintetizadas são insolúveis devido a erros no seu 
enovelamento e são acumuladas no meio intracelular na forma de corpos 
de inclusão; (iv) baixo nível de expressão devido à degradação proteica ou 
à tradução ineficiente em função da formação de estruturas secundárias no 
RNA mensageiro; e (v) os códons que especificam um dado aminoácido em 
células eucariotas podem ser diferentes daqueles utilizados em E. coli, difi- 
cultando o processo de tradução”. 

Apesar das limitações citadas, a compreensão e manipulação dos diversos 
processos biológicos fazem da utilização de E. coli uma importante e inte- 
ressante ferramenta para a expressão heteróloga de genes. A possibilidade de 
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seleção de regiões promotoras adequadas e estritamente reguladas garante 
altos níveis de expressão. Novas linhagens hospedeiras deficientes na produ- 
ção de proteases específicas e/ou com facilidade de formar ligações dissulfeto 
oferecem rendimentos mais elevados de proteína corretamente enovelada, 
minimizando a degradação proteolítica. A utilização de sinais de secreção 
permite o direcionamento das proteínas de interesse, tanto para o espaço 
periplasmático quanto para o meio de cultura, facilitando os processos de 
purificação. O uso de chaperonas moleculares, em casos específicos, pode 
auxiliar no enovelamento mais eficaz de proteínas, aumentando a sua solu- 
bilidade e facilitando o seu transporte através da membrana?! *2, Finalmente, 
o uso de mutantes desenvolvidos para a produção de RNA transportadores 
específicos para o reconhecimento de códons presentes no gene heterólogo 
e que são raros no genoma do hospedeiro facilita a expressão de genes de 
origem eucariótica”*. 


3.5 APLICAÇÕES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


O exemplo terapêutico mais clássico da utilização de sistemas bacterianos 
de expressão heteróloga e seus vetores na indústria é a produção de insulina 
recombinante, que marcou a história como a primeira molécula recombinante, 
aprovada em 1982, para fins terapêuticos pela Food and Drug Administration 
(FDA), a agência reguladora de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos. 
A insulina é um hormônio proteico produzido pelo pâncreas e é naturalmente 
sintetizada como um único polipeptídeo (pró-insulina). À cadeia polipeptídica, 
durante o seu processamento pós-traducional em células de mamíferos, atinge 
a sua forma nativa estável com a formação de três ligações dissulfeto e a remo- 
ção de parte do polipeptídeo pela ação de enzimas proteolíticas específicas, 
gerando dois polipeptídeos (denominados cadeias A e B), ligados entre si por 
duas ligações dissulfeto”. Esse sistema complexo de enovelamento (folding) 
não é realizado comumente por células procarióticas e, portanto, a adaptação 
do processo de expressão foi um passo fundamental no sucesso do projeto de 
produção desse hormônio. Na produção da insulina recombinante, as sequên- 
cias que codificam as duas cadeias (A e B) foram clonadas no vetor bacteriano 
pBR322 e fusionadas ao gene da B-galactosidase para garantir altos níveis de 
expressão bacteriana e estabilidade proteica na linhagem K12. Após a síntese 
da proteína quimérica, a cadeia polipeptídica correspondente à enzima P-galac- 
tosidase foi removida pela ação do brometo de cianogênio, e os peptídeos A 
e B produzidos pela clivagem foram reduzidos e reoxidados, dando origem à 
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primeira molécula terapêutica recombinante” º*, Usando essa técnica, o labo- 
ratório Eli-Lilly produziu a Humulinº em escala industrial, testada quanto à 
sua alergenicidade e segurança biológica”, e passou a ser, desde então, ampla- 
mente comercializada, substituindo a insulina purificada de origem suína. 

O advento da produção heteróloga de insulina em sistema procarió- 
tico abriu as portas para o uso desses vetores e hospedeiros bacterianos, 
que têm sido amplamente utilizados na saúde humana, especialmente na 
indústria farmacêutica. 

Como resultado, outros produtos recombinantes foram desenvolvidos 
justamente para substituir as proteínas terapêuticas que já eram obtidas 
de fontes naturais. Por exemplo, em 1979, o DNA complementar (CDNA) 
do hormônio de crescimento humano (human growth hormone, hGH) foi 
clonado num vetor bacteriano ptrpEDS-1 contendo a sequência regulatória, 
a primeira sequência codante (trpE) e 15% da segunda (trpD) do óperon 
triptofano (trp). Essa técnica permitiu a produção desse hormônio em bacté- 
rias, que substituiu a única fonte deste hormônio disponível anteriormente, 
que era a purificação usando glândulas pituitárias de cadáveres humanos. 

Além desses exemplos, com o passar do tempo e o aperfeiçoamento tanto dos 
vetores como das linhagens bacterianas visando expressão heteróloga, novos 
peptídeos e proteínas terapêuticas recombinantes têm sido produzidos pela 
indústria farmacêutica. O ativador tecidual de plasminogênio (t-PA) é um agente 
trombolítico produzido em corpos de inclusão de E. coli, e o fato de não ser 
glicosilado contribuiu para o aumento de sua meia-vida na circulação”. A cal- 
citonina, utilizada em síndromes ósseas como um inibidor da reabsorção óssea, 
tem a sua versão humana e de salmão também produzidas em E. coli’, assim 
como o interferon a-2b, uma citocina utilizada em tratamentos antitumorais e 
antivirais” e o hGM-CSF (human granulocyte macrophage colony stimulating 
factor, fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos), uma citocina 
pró-inflamatória utilizada no tratamento de diversas doenças imunes*?. Esses 
exemplos evidenciam a utilização da tecnologia de expressão de proteínas em 
sistemas procarióticos e suas possibilidades terapêuticas como uma realidade. 


3.6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 


Os primeiros experimentos de expressão heteróloga de genes em bactérias 
foram realizados na década de 1970, tomando como base os experimentos 
pioneiros de Cohen e colaboradores. Nos últimos quarenta anos, houve um 
avanço expressivo no desenvolvimento de “ferramentas moleculares” (vetores 
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e hospedeiros) necessárias à síntese de proteínas heterólogas em bactérias. Os 
modernos vetores de expressão e células hospedeiras mutantes apresentam 
modificações no sentido de otimizar o processo de expressão heteróloga e 
de contornar as limitações do uso de células procariotas como hospedeiras. 
Foram introduzidas modificações para aumentar o nível de expressão do gene 
heterólogo e o acúmulo da proteína recombinante, aumentar a sua estabili- 
dade e solubilidade, facilitar o seu enovelamento e promover o seu correto 
endereçamento. Com todas essas modificações e devido à sua versatilidade, 
o sistema de expressão em bactérias, mais especificamente em E. coli, se 
estabeleceu como um dos mais populares para a expressão heteróloga de 
genes. Cerca de 90% das proteínas recombinantes produzidas até o momento 
foram expressas em E. coli. Apesar disso, outros sistemas de expressão têm 
sido utilizados, tais como células de insetos, leveduras, plantas e culturas 
de células de mamíferos. Esses sistemas de expressão foram desenvolvidos, 
principalmente, para tentar contornar as dificuldades da expressão de genes 
de eucariotos em sistemas bacterianos, particularmente relacionados com as 
modificações pós-traducionais que ocorrem em proteínas de origem eucarió- 
tica, mas que não são realizadas pelos sistemas de expressão procarióticos. 
Vislumbra-se que os sistemas bacterianos continuarão a ser utilizados inten- 
sivamente para a produção heteróloga de proteínas de interesse biotecnoló- 
gico, devido à sua alta versatilidade e relativa simplicidade de manipulação. 
No entanto, os sistemas eucariotos deverão ter o seu uso ampliado em função 
de características específicas de diferentes tipos de proteínas de interesse. 
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4.1 INTRODUÇÃO 


Desde a elucidação da complexa estrutura da molécula do ácido desoxir- 
ribonucleico (DNA) em 1953, segundo modelo proposto por Francis Crick 
e James Watson, e mais tarde em 1958, quando Crick estabeleceu a relação 
funcional entre o DNA, o RNA e as proteínas, salientando o fluxo unidirecio- 
nal da informação, houve uma mudança radical nos paradigmas das ciências 
da vida. De acordo com Nascimento e colaboradores!, até a década de 1970, 
o DNA era o componente celular mais difícil de ser analisado. Sua sequência 
de nucleotídeos de enorme tamanho e monotonia química era geralmente 
analisada por meios indiretos, como a sequência de proteínas e análise gené- 
tica. O avanço da ciência e da tecnologia molecular teve seu ponto culmi- 
nante em meados da década de 1980, quando as técnicas de identificação, 
fundamentadas na análise direta do DNA, tornaram-se uma das mais pode- 
rosas ferramentas para a identificação e caracterização dos processos bioló- 
gicos e novas técnicas foram criadas para a análise, isolamento e purificação 
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desses compostos. Muitas dessas técnicas são provenientes de ramos como a 
microbiologia, bioquímica, imunologia e genética microbiana. 

Tais métodos, agrupados nos termos “tecnologia do DNA recombinante 
ou “engenharia genética”, com base essencialmente nos processos de clo- 
nagem gênica, abriram uma nova era para a genética, conduzindo rápidas 
e eficientes técnicas, permitindo que a análise do DNA ganhasse um novo 
enfoque, fazendo com que as dificuldades encontradas nas análises dessa 
molécula diminuíssem muito. Assim, foi possível isolar regiões específicas do 
DNA, obtê-las em grande quantidade e determinar sua sequência numa velo- 
cidade de milhares de nucleotídeos por dia?. As técnicas agrupadas no que 
chamamos de tecnologia de DNA recombinante começaram a ser desenvol- 
vidas no início dos anos 1970, com a utilização de vetores de clonagem, em 
geral plasmídeos e genomas virais, utilizando enzimas de restrição, que per- 
mitiam cortar o DNA em pontos específicos conhecidos, isolando-se, assim, 
fragmentos de ácido nucleico passíveis de serem introduzidos no genoma de 
um organismo com moléculas idênticas de DNA (Vide Capítulo 3). 

A primeira experiência de clonagem foi feita em 1972 por um grupo de 
pesquisadores chefiados por Paul Berg. Esse bioquímico americano dividiu o 
prêmio Nobel de química em 1980 com o americano Walter Gilbert e com 
Frederick Sanger, do Reino Unido. O grupo de pesquisas de Paul Berg realizou 
experimentos nos quais utilizava as propriedades químicas de certas proteínas 
(enzimas de restrição) para recortar sequências de genes do DNA de um vírus 
e, utilizando um bacteriófago, introduzir esse fragmento de DNA em outra 
espécie bacteriana. Este procedimento pioneiro ficou conhecido como técnica 
do DNA recombinante e sedimentou as demais técnicas relacionadas discuti- 
das neste capítulo. A partir dessa experiência original, o desenvolvimento de 
tais técnicas tem sido surpreendente. Em 1988 surgiu uma nova contribuição, 
a chamada reação de polimerização em cadeia (polimerase chain reaction — 
PCR), que veio dar nova feição às experiências de clonagem molecular”. 

A partir daí, foram desenvolvidos procedimentos para o estudo da 
regulação de genes individuais, o que permitiu que os biólogos molecula- 
res entendessem como aberrações na regulação gênica podiam resultar em 
doenças humanas, além da aplicação dessas tecnologias em diversas áreas, 
como médica forense, agrícola e indústria farmacêutica e química. Diante da 
diversidade de aplicações, houve um aumento significativo nos estudos para 
a obtenção de genes de interesse, na confirmação de suas sequências e na 
obtenção das proteínas que elas codificam. 

Atualmente, é possível realizar investigações de paternidade, diagnósticos 
de doenças genéticas e infecciosas, estudos dos mecanismos de replicação e 
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expressão. Estudos de desenvolvimento de culturas microbianas nos leva- 
ram à produção de substâncias úteis, como insulina humana, hormônio de 
crescimento, vacinas e, ainda, à produção de enzimas de interesse industrial, 
aplicáveis no processo de fabricação de pesticidas, fármacos, entre outros. 

À origem do termo clonagem molecular vem da genética bacteriana que 
considera uma colônia de bactérias como um clone, pois todos os indivíduos, 
por serem oriundos de uma única célula que deu início a essa colônia, são, a 
princípio, geneticamente idênticos. A clonagem molecular consiste na multi- 
plicação de moléculas de DNA idênticas e baseia-se na propagação natural 
de células ou indivíduos geneticamente idênticos ao inicial. O experimento de 
clonagem gênica consiste em introduzir o(s) gene(s) em células bacterianas e 
isolá-las em colônias, sendo que as células de cada colônia são idênticas entre 
sit. Há pelo menos dois estágios importantes em um experimento de clona- 
gem gênica: na primeira etapa faz-se a ligação entre um fragmento de DNA, 
chamado inserto, contendo o gene de interesse com outra molécula de DNA 
carreadora, o vetor, para formar uma quimera ou molécula de DNA recom- 
binante (Figura 4.1). Na segunda etapa, a molécula de DNA recombinante é 
transportada para dentro de uma célula hospedeira, em geral uma bactéria, 
por um processo denominado transformação. A célula que recebeu o DNA 
recombinante é chamada de célula transformada, a qual sofre muitos ciclos 
de divisão, produzindo várias cópias do DNA recombinante* 5. 

O desenvolvimento dessa nova tecnologia só foi possível pela descoberta, 
no final dos anos 1960, das enzimas ou endonucleases de restrição. Essas 
enzimas são produzidas naturalmente por bactérias como forma de defesa 
contra infecções virais. Elas clivam em diversos fragmentos o material gené- 
tico dos vírus, impedindo sua reprodução na célula bacteriana. É interes- 
sante ressaltar que cada bactéria possui suas próprias enzimas de restrição, e 
cada enzima reconhece apenas um tipo de sequência, independente da fonte 
de DNA. As enzimas de restrição são de vários tipos, dependendo de sua 
estrutura, atividade e sítios de reconhecimento e clivagem. Os fragmentos 
obtidos são unidos, geralmente com o auxílio de uma enzima DNA ligase, a 
uma molécula capaz de se reproduzir quando introduzida em célula bacte- 
riana, normalmente um plasmídeo bacteriano, resultando em uma molécula 
de DNA recombinante. Para Burns e Bottino”, uma das mais importantes 
aplicações da clonagem molecular é a possibilidade de se ter fragmentos 
de DNA de todo o genoma de um organismo clonado em plasmídeos, o 
que constitui a chamada biblioteca gênomica. Ela representa uma coleção 
de plasmídeos contendo fragmentos que são suficientemente grandes para 
garantir que todo o DNA genômico seja produzido pelo menos uma vez. 
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Figura 4.1 Esquema do processo de clonagem de sequências em vetor plasmidial com utilização de enzimas de restrição e DNA ligase. 


O plasmídeo recombinante é introduzido em uma célula hospedeira, 
como uma bactéria, levedura, ou célula eucariota, animal ou vegetal e, uma 
vez dentro da célula, o plasmídeo se replica autonomamente. No procedi- 
mento, são usados como vetores plasmídeos que portam um ou mais genes 
de resistência a antibióticos, fazendo com que apenas células transforma- 
das com o vetor plasmidial exógeno, quando cultivadas em um meio con- 
tendo antibiótico sobrevivam e formem colônias. Cada molécula híbrida 
(ou recombinante) resulta em uma população de bactérias com o mesmo 
fragmento de DNA exógeno presente em todas elas. Assim, o fragmento de 
DNA exógeno de interesse é clonado em várias cópias, cada cópia dentro 
de cada bactéria da cultura obtida. O processo, com todas as suas etapas, é 
chamado clonagem molecular* 6. 

Os próximos tópicos apresentam um breve histórico, enfatizando as des- 
cobertas e alguns experimentos que levaram ao desenvolvimento das técni- 
cas de clonagem gênica. Serão também relacionadas algumas das técnicas 
mais utilizadas em clonagem molecular, assim como as perspectivas e pos- 
sibilidades de uso terapêutico das moléculas produzidas por essas técnicas. 
Além disso, um protocolo experimental de clonagem gênica é detalhado, 
como um exemplo prático de utilização desse conjunto de técnicas. 
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4.2 HISTÓRICO 


O século XX foi o palco das grandes descobertas e do desenvolvimento 
de diversas tecnologias que nos permitem manipular genes e gerar produtos 
comercializáveis e de interesse biotecnológico. Porém, é importante voltar 
um pouco no tempo e relacionar essas descobertas com o primeiro entendi- 
mento de gene como unidade de informação hereditária. Esse entendimento 
parte dos trabalhos de Gregor Mendel (1822-1884) com ervilhas, nos quais 
ele relacionou, pela primeira vez, o conceito de gene como entidade here- 
ditária e seus efeitos fenotípicos, utilizando processos de fertilização arti- 
ficial. Seu artigo original, “Versuche iiber Pflanzen-Hybriden”’, publicado 
em 1865, teve seu centenário comemorado com uma tradução para o inglês 
em 19658. Mesmo com a compreensão mendeliana, a entidade química (ou 
molécula) responsável pela hereditariedade da informação genética ainda 
permaneceria por mais de meio século desconhecida. 

No final da década de 1860, como parte de um estudo da composição 
química de leucócitos, provenientes de pus de seus pacientes, Friedrich Mies- 
cher, um médico suíço, percebeu que uma substância desconhecida oriunda 
do núcleo celular precipitava ao fundo do tubo. Miescher resolveu estudá-la 
mais profundamente. Denominou-a nucleína, devido a sua origem celular, e 
estudos de sensibilidade a proteases e suas propriedades durante o processo 
de isolamento revelaram que se tratava de uma molécula inédita, nem pro- 
teica, nem lipídica. Além disso, era uma molécula rica em fosfatos: tratava-se 
da mólecula hoje conhecemos como DNA. Relatos mais recentes afirmam 
que Miescher chegou a considerar essa molécula como uma possível candi- 
data à responsável pela transmissão de características hereditárias, porém, 
ele mesmo rejeitou essa ideia’. Estudos posteriores mostrariam que Miescher 
precipitou-se ao abandonar tal ideia. 

As investigações sobre a hereditariedade e a busca pela molécula responsá- 
vel pela informação genética prosseguiam com a entrada do século XX. Estu- 
dos citológicos e fenotípicos de mutações cromossômicas em Drosophila, 
realizados por Muller na década de 1920, revelaram que estruturas nucleares, 
já denominadas cromossomos, podiam sofrer mutações, e que estas se com- 
portavam com o mesmo padrão de hereditariedade proposto anos antes por 
Mendel'º. Sendo assim, o próprio Muller trouxe, em seu artigo de 1928, sua 
impressão sobre a relação entre os cromossomos e a localização dos genes. 
Ele menciona que “genes realmente encontram-se em cromossomos, num 
arranjo linear, na ordem física que nós previamente mapeamos teoricamente — 
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um princípio cardinal que nem todos que acreditam na teoria cromossômica 
de uma forma mais geral admitiram até então”! 

Entretanto, a relação direta entre DNA, cromossomos e genes ainda preci- 
sava ser devidamente demonstrada e comprovada. Concomitante aos traba- 
lhos de Muller, Frederick Griffith, um bacteriologista inglês, em suas tentativas 
de induzir mudanças específicas e previsíveis em microrganismos, que depois 
seriam transmitidas hereditariamente, injetou em camundongos um volume 
pequeno de uma cultura viva de pneumococos avirulentos (tipo II) em con- 
junto com uma cultura maior de outra linhagem, virulenta (tipo II), do mesmo 
microrganismo, previamente morta por calor. Os animais sucumbiam à infec- 
ção, e seu sangue apresentava pneumococos do tipo III. Dessa forma, con- 
cluiu-se que a bactéria avirulenta tinha adquirido características oriundas da 
linhagem virulenta!!. O próprio Griffith chegou a sugerir que as células mortas 
forneciam alguma proteína que funcionaria como uma espécie de “nutriente”, 
que permitiria que a espécie avirulenta produzisse sua própria cápsula. Apesar 
de não ter determinado experimentalmente a natureza dessa molécula, esses 
experimentos revelaram a existência de um princípio transformante que, ape- 
nas mais tarde, no trabalho de Avery, McCarty e McLeod, publicado em 1944, 
que buscava compreender os detalhes do fenômeno da transformação, veio à 
tona. Nesse trabalho, os autores isolaram DNA da linhagem virulenta de pneu- 
mococos (tipo III) e incubaram com as células mortas pelo calor da linhagem 
avirulenta, como uma forma de demonstrar que o princípio transformante era, 
de fato, o DNA? (Figura 4.2). Esse estudo foi, porém, severamente criticado 
em face da presença de impurezas durante o processo de isolamento de DNA, 
fato reconhecido pelos próprios autores nas conclusões de seu trabalho”. 

A noção de que o DNA é, de fato, o princípio transformante, apenas ficou 
mais convincente e clara com o experimento de Hershey e Chase, em 1952, 
que demonstrou a independência funcional do capsídeo proteico viral de um 
bacteriófago (T2) e de seu material genético, seu DNA (Figura 4.3). Os auto- 
res marcaram radioativamente essas biomoléculas separadamente (as proteínas 
virais com *°S e o DNA viral com *2P) e seguiram essa radioatividade nas célu- 
las transformadas após a infecção viral. Dessa maneira, concluíram que o DNA 
é o responsável pela informação genética nas células bacterianas infectadas, 
pois era o isótopo radioativo de fósforo (presente nos fosfatos da molécula de 
DNA) que permanecia detectável nas células infectadas". 

Uma vez estabelecida a natureza química do princípio transformante, res- 
tava decifrar sua estrutura molecular, e isso se tornou interesse de grandes 


* Tradução nossa. 
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Figura 4.2 Experimento que revelou a existência de um princípio transformante, realizado por Avery, McCarty e McLeod e publicado 
em 1944”. 


nomes da química, já naquele momento, como Linus Pauling, que havia 
recentemente determinado a organização estrutural da alfa-hélice proteica, 
juntamente com Robert Corey, em 1951!4. Provavelmente, induzido por sua 
recente descoberta, Pauling chegou a sugerir que a estrutura do DNA segui- 
ria uma conformação helicoidal semelhante, com os esqueletos carbônicos 
e os grupos fosfato no eixo central da molécula, e as bases nitrogenadas 
voltadas para o exterior, assim como os radicais de aminoácidos se posi- 
cionam nas alfas-hélices proteicas, porém numa estrutura de tripla hélice". 
Apenas quatro meses depois, a publicação de Watson e Crick, na revista 
Nature'’, elegantemente demonstrou a estrutura do DNA como uma dupla 
hélice contendo os esqueletos carbônicos e fosfatos voltados para o exte- 
rior, e as bases nitrogenadas pareadas no centro do eixo. Essa estruturação 
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revelou implicações claras que relacionavam a estrutura da molécula com 
seu mecanismo replicativo, e foi descrita com o conhecimento de estudos de 
difração de raios-X de Rosalind Franklin. 
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Figura 4.3 Experimento de Hershey e Chase!?, que demonstrou que o DNA é o responsável pela informação genética nas células 
bacterianas infectadas pelo bacteriófago. 


Com o conhecimento da natureza molecular dos genes e de sua estrutura, 
agora faltava pouco para que as manipulações genéticas que vinham sendo 
feitas por fertilizações artificiais, e em microrganismos por transformação 
genética, pudessem ser realizadas em uma escala maior, mais direcionada e 
precisa. Um experimento que comprovou a viabilidade desse tipo de indu- 
ção específica foi a transposição da região lac de Eschericha coli para outro 
microrganismo, provando a possibilidade de se movimentar genes entre 
organismos diferentes!”. 

Já no inicio da década de 1970, a descoberta das propriedades das enzi- 
mas de restrição e seu potencial uso na iminente “tecnologia do DNA recom- 
binante”!8 1º abriram as portas para a manipulação de sequências específicas 
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de DNA e, juntamente com a descrição simultânea da atividade da enzima 
transcriptase reversa por dois grupos de pesquisa?” 2! e a possibilidade de 
se amplificar sequências específicas de DNA in vitro? com a reação da poli- 
merase em cadeia (PCR) aperfeiçoada por Kary Mullis na década de 1980, 
tornaram possíveis as aplicações práticas discutidas e detalhadas nas próxi- 
mas seções deste capítulo. 


4.3 TÉCNICAS BÁSICAS APLICADAS NA CLONAGEM GÊNICA 


A clonagem de genes é alcançada aplicando-se uma série de técnicas, e 
a compreensão teórica destas técnicas permite ao pesquisador um planeja- 
mento experimental mais adequado. No isolamento de genes, são utilizadas 
enzimas como endonuclesases de restrição e técnicas como a PCR (e suas 
variações, como a reverse transcriptase-polymerase chain reaction), eletro- 
forese, DNA-ligase, vetores de clonagem e expressão e a transformação de 
células. Após o isolamento do gene (ou sequência) de interesse, este é ligado 
a um vetor, que é, por sua vez, transformado e mantido no interior de célu- 
las. O vetor molecular é necessário, pois contém sequências que permitem 
que o gene clonado nele seja replicado pela célula hospedeira, denominadas 
origem de replicação. Ele possui, também, um ou mais genes que permitirão 
a seleção das células transformadas, normalmente conferindo resistência a 
um antibiótico. Adicionalmente, o vetor deve possuir sítios únicos para enzi- 
mas de restrição, o que permitirá a ligação do gene de interesse em posições 
definidas do vetor? (ver Figuras 3.4, 3.5 e 3.6 - Capítulo 3). 

Existem muitos tipos de vetores disponíveis. O mais comumente utilizado 
em clonagens, porém, é o plasmídeo. Ele é formado por uma molécula de 
DNA circular que pode ter de poucos milhares até centenas de milhares de 
pares de base. Em geral, os plasmídeos usados em clonagem e expressão 
possuem de 2 a 5 kb”. 


4.3.1 Amplificação de sequências especificas de DNA in 
vitro por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) 


A reação em cadeia da polimerase (PCR) usa a enzima DNA polime- 
rase para sintetizar uma fita de DNA complementar a uma preexistente. 
Na amplificação, são usados deoxinucleotídeos trifosfatados livres como 
substrato, e a enzima adiciona esses nucleotídeos em uma extremidade 30H 
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livre que é fornecida por um oligonucleotídeo sintético, ou primer, comple- 
mentar à região de interesse”. 

Surpreendentemente, essa simples combinação de reagentes é a meto- 
dologia mais eficiente para clonar genes. E como ela funciona? À enzima 
DNA polimerase mais comumente utilizada na PCR foi isolada da bactéria 
Thermus aquaticus. Essa bactéria vive normalmente em temperaturas acima 
de 70 °C e, por isso, suas enzimas apresentam uma termoestabilidade ele- 
vada, incluindo a sua DNA polimerase, que é conhecida como Tag DNA 
polimerase. A termoestabilidade é necessária porque são usadas na PCR 
temperaturas de 94 °C para desnaturar a dupla fita de DNA antes da ampli- 
ficação. Além da Taq polimerase, são necessários dois primers para a ampli- 
ficação correta do gene de interesse: um é complementar à extremidade 3º 
de uma das fitas do DNA que será amplificado, e o outro é complementar 
à extremidade 3º da fita oposta. O pareamento dos primers, etapa chamada 
de anelamento, ocorre quando a temperatura da reação é reduzida para uma 
faixa entre 50 “C e 60 °C após a desnaturação inicial. A redução da tem- 
peratura permite a formação de pontes de hidrogênio entre os nucleotídeos 
dos primers com o seu DNA complementar-alvo. Após o pareamento dos 
primers, a temperatura da reação é elevada para 72 °C e a Taq polimerase ira 
estender a amplificação a partir da extremidade 3'OH livre de cada primer, 
sempre adicionando deoxinucleotídeos complementares aos encontrados nas 
duas fitas simples molde. Essa reação gera duas novas moléculas de DNA 
dupla fita na região de interesse. Em seguida, os estágios de desnaturação, 
anelamento e amplificação são repetidos cerca de vinte a trinta vezes, e em 
cada estágio o número de cópias do gene de interesse é duplicado (Figura 
4.4). Portanto, após os ciclos, mesmo uma pequena quantidade de DNA 
inicial irá gerar milhões de cópias da região de interesse?*. 

A amplificação correta do gene desejado depende, em grande parte, do 
desenho preciso dos primers. Nesse desenho, devem ser observados certos 
parâmetros, como posição de pareamento, tamanho da região amplificada, 
tamanho do primer, porcentagem de GC, temperatura de melting (Tm) e 
ocorrência de dímeros e grampos. À região escolhida para o desenho de 
primers deve ser específica do gene de interesse, caso contrário, o primer 
poderá parear em regiões inespecíficas. A verificação do pareamento de 
primers dentro de um genoma pode ser feita com a ferramenta Primer-Blast, 
da instituição norte-americana National Center for Biotechnology Informa- 
tion (NCBI)!”. O tamanho da região amplificada varia, normalmente, de 100 


* Disponível em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC= 
BlastHome>. 
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Figura 4.4 Ciclos de temperaturas e eventos de duplicação na reação em cadeia da polimerase (PCR). 


pb a 1000 pb. Amplificações menores que 100 pb são mais difíceis de serem 
observadas em um gel de agarose, enquanto as maiores de 1.000 pb são 
difíceis de serem amplificadas pela Tag polimerase comum. Caso seja neces- 
sária a amplificação de fragmentos maiores, enzimas específicas para esse fim 
devem ser empregadas. O tamanho de um primer comum varia de 18 a 25 
nucleotídeos (nt). Primers menores do que 18 nt possuem uma chance maior 
de anelar em posições inespecíficas, enquanto os maiores que 25 nt possuem 
um custo de síntese elevado. A porcentagem de GC dentro de um primer deve 
estar em uma faixa que varia de 40% a 60%. À temperatura de pareamento 
ideal de um primer esta entre 50 °C e 60 ºC. Adicionalmente, é importante 
que a temperatura de pareamento do par de primers usado em uma mesma 
reação seja igual ou próxima, para permitir o anelamento simultâneo das 
duas sequências. No entanto, as condições da reação, como as concentrações 
de sais, primers e DNA, podem alterar a temperatura de pareamento dos 
primers. É recomendável também que seja verificada a ocorrência de dímeros 
e grampos entre os primers, pois a ocorrência desses eventos durante a PCR 
pode reduzir a eficiência ou impedir a reação de amplificação?” (Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1 Características de um oligonucleotídeo iniciador (primer) ideal 








FAIXA IDEAL 
COMPRIMENTO 18 pb a 22 pb 
TEMPERATURA DE ANELAMENTO (TM) 52 °Ca 58°C 
CONTEÚDO DE C-G 40% a 60% 
GRAMPO C-G Adicionar uma C ou G em um dos últimos cinco nucleotídeos do primer 
ESTRUTURAS SECUNDÁRIAS Devem estar ausentes grampos e dímeros entre os primers. 





Os parâmetros de comprimento do primer, temperatura de pareamento, 
percentual de GC e ocorrência de dímeros e grampos podem ser rapidamente 
verificados com a utilização de programas específicos como, por exemplo, 
o Oligo Analyzer”. 


4.3.2 Separação das moléculas de DNA e RNA, 
por tamanho, utilizando a eletroforese em gel 


A separação de moléculas de DNA ou RNA, de acordo com seu tamanho, 
quando submetidas a um campo elétrico em uma matriz gelatinosa, é cha- 
mada de eletroforese. Como o DNA é carregado negativamente em decor- 
rência de seus grupos funcionais fosfato, ele migra através do gel em direção 
ao polo positivo (Figura 4.5). A matriz do gel age como uma peneira e, dessa 





Figura 4.5 a) Esquema de um gel de agarose sendo submetido ao processo de eletroforese. b) Fotografia de um gel de agarose 
mostrando uma banda de aproximadamente 200 bp. c) Gel de agarose contendo amostra de RNA vegetal, evidenciando as bandas 
equivalentes ao RNA 18S e 28S. 


Clonagem Gênica: Fundamentos e Aplicações 149 


forma, os fragmentos menores têm mais facilidade de migrar através do gel 
do que os fragmentos maiores. Portanto, durante o mesmo tempo em que os 
fragmentos são submetidos à carga elétrica, os fragmentos menores vão se 
distanciar mais no gel do que os fragmentos maiores”. 

A visualização dos fragmentos no interior do gel é possível com a adição 
de corantes fluorescentes que se ligam ao DNA. Existem vários corantes dis- 
poníveis no mercado, porém, o principal deles é o brometo de etídio, molé- 
cula que se intercala nas bases nitrogenadas e fluoresce em laranja quando 
iluminado por luz na faixa do ultravioleta?*. 

As matrizes gelatinosas comumente usadas na eletroforese de ácidos 
nucleicos são a agarose e a poliacrilamida. As duas matrizes possuem carac- 
terísticas que as tornam mais adequadas em diferentes aplicações. A agarose 
possui uma menor resolução do que a acrilamida; no entanto, pode sepa- 
rar moléculas com dezenas a milhares de nucleotídeos. A acrilamida possui 
uma grande resolução, sendo capaz de separar fragmentos com até um par 
de bases de diferença, mas só permite a separação de fragmento com um 
máximo de mil pares de bases?. 

Fragmentos muito extensos de DNA não podem ser separados normal- 
mente em um gel de agarose. Fragmentos acima de 30 kb migram no gel de 
forma desigual: uma extremidade da molécula vai mais à frente e a outra 
extremidade da molécula mais atrás. Por isso, não podem ser diferenciados 
por eletroforese comum. Porém, essas grandes moléculas de DNA podem ser 
separadas por uma técnica conhecida como eletroforese de campo pulsado. 
Nessa técnica, são aplicados pulsos ortogonais que reorientam a migração do 
DNA pelo gel, permitindo a separação de fragmentos grandes? (Figura 4.6). 









































Figura 4.6 Esquema da eletroforese de campo pulsado. Os pulsos são dados num ângulo de 60 graus. 
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Adicionalmente, a eletroforese é influenciada por outras características 
do DNA, como forma e topologia. Por exemplo, moléculas de DNA circular 
migram no gel de forma mais lenta quando estão relaxadas ou linearizadas. 
Quando em estado superenovelado, o DNA circular passa a ter um volume 
menor, o que facilita a migração através do gel?%. Após uma eletroforese, 
é possível, também, a purificação dos fragmentos de DNA separados do 
interior do gel. Utilizando-se protocolos específicos ou kits de extração, é 
possível extrair o DNA do gel, tornando-o disponível para procedimentos 


adicionais como PCR e clonagem. 


4.3.3 Corte de sequências de DNA específicas 
por meio de endonucleases de restrição 


As endonucleases de restrição são enzimas que reconhecem e clivam em 
sequências curtas de nucleotídeos, geralmente de 4 a 8 pb. As sequências 
reconhecidas são específicas para cada enzima e, normalmente, formam 
palíndromos (quaisquer sequências de unidades - como uma cadeia de 
DNA; sequência de restrição — que tenha a propriedade de poder ser lida 
tanto da direita para a esquerda como da esquerda para a direita) (Figura 
4.7). A capacidade de cortar moléculas de DNA em locais específicos possi- 
bilita uma série de técnicas, como, por exemplo: clonagem gênica, sequencia- 
mento de grandes fragmentos, desenvolvimento de marcadores moleculares 
e hibridização de ácidos nucleicos. Na clonagem gênica, o uso simultâneo 
de diferentes enzimas permite o isolamento e clonagem de genes específi- 
cos”. A seleção das enzimas corretas para um determinado trabalho depende 
tanto da sequência que será clonada quanto do vetor que será utilizado. Essa 
escolha é feita com o auxílio de programas de bioinformática que avaliam a 
sequência e indicam quais enzimas podem ser usadas na digestão, como, por 
exemplo, o Nebcutter?”. 


4.4 TÉCNICAS UTILIZADAS PARA ISOLAMENTO DE GENES 
DE INTERESSE OU SEQUENCIAS ESPECIFICAS DE DNA 


O estudo das características e funcionamento de um gene depende do 
isolamento deste do restante do genoma. Este isolamento e sua clonagem 


* Ver <http://tools.neb.com/NE Bcutter2/>. 
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Figura 4.7 Esquema demonstrando o funcionamento de uma endonuclease de restrição. 


permitem o sequenciamento, análise e expressão do gene, passos essenciais 
de sua caracterização funcional. A clonagem de genes permite, inclusive, 
a manipulação do gene com diferentes objetivos, como a substituição da 
região promotora para alterar o padrão de expressão gênica, a ligação do 
gene com sequências “repórteres” ou a expressão de proteínas fusionadas. 

A escolha da metodologia a ser utilizada dependerá de vários fatores, por 
exemplo, o organismo do qual se está realizando a clonagem ou a sensibili- 
dade e a facilidade da técnica. Descreveremos aqui as três técnicas mais uti- 
lizadas para o isolamento gênico, assim como suas facilidades e os cuidados 
essenciais a serem observados. 


4.4.1 Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) 


À transcrição reversa seguida de amplificação em cadeia da polimerase 
(RT-PCR) é a técnica mais aplicada quando se pretende clonar um gene a par- 
tir de uma molécula de mRNA. Essa técnica é extremamente útil devido ao 
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fato de genes de fontes eucarióticas conterem introns que não são removidos 
pela maquinaria de hospedeiros procarióticos, ou que podem sofrer splicing 
(ou processamento) alternativo em hospedeiros eucarióticos. Dessa forma, 
para isolar apenas os exons que codificam diretamente a proteína de inte- 
resse, o isolamento do mRNA maduro e sua conversão em DNA torna-se fun- 
damental. A síntese de DNA complementar (cDNA) a partir de seu mRNA é 
possível com a utilização da enzima transcriptase reversa? (Figura 4.8). 

A RT-PCR poder ser usada para clonar um gene específico ou para clonar 
todos os genes expressos por um determinado tecido. O método é extrema- 
mente sensível e tem sido extensivamente utilizado para detectar e quantifi- 
car mRNAs específicos. A clonagem de todos os mRNAs expressos por um 
conjunto de células ou tecido é chamada de biblioteca de cDNA. A criação 
de bibliotecas de cDNA é simples devido à presença da cauda poli-A presente 
na extremidade 3° dos mRNAs. Um primer oligo-dT anela na cauda poli-A 
fornecendo a extremidade 3'OH livre necessária para a transcriptase reversa. 
No entanto, podem ser empregados primers aleatórios com seis nucleotídeos 
caso o gene desejado apresente alguma extensa região 3” não traduzida que 
dificulte a clonagem do fragmento completo. Alternativamente, podem ser 
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Figura 4.8 Esquema da reação de RT-PCR. 
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empregados primers para genes específicos, muito úteis quando o gene de 
interesse apresenta níveis de expressão reduzidos”. 

Após o pareamento do primer, a transcriptase reversa sintetiza ape- 
nas uma única fita de cDNA. Quando a síntese é feita com a utilização 
do primer oligo-dT ou com algum primer localizado próximo à extremi- 
dade 3’ do mRNA, a PCR é conhecida como 3º RACE-PCR. (do inglés, 
Rapid Amplification of cDNA Ends - RACE, ou, em portugués, Amplifi- 
cacao Rapida de Extremidades de cDNAs). A sintese da segunda fita é feita 
com primers especificos para o gene desejado. Porém, ela pode ser feita 
com a ligação de adaptadores na extremidade 3º do cDNA seguido de PCR 
usando primers que anelam na região do adaptador, em uma técnica conhe- 
cida como 5” RACE-PCR. Usando uma combinação de 3º RACE-PCR e 5” 
RACE-PCR, é possível converter todos os mRNAS de um tecido em cDNAS 
dupla fita completos?*. 

O uso de RNA de alta qualidade é essencial para o sucesso do RT-PCR. 
O RNA não deve apresentar sinais de degradação por ribonucleases, o que 
pode ser verificado pela integridade dos RNAs ribossomais (rRNA), e o 
DNA genômico contaminante deve ser removido. Para trabalhar com con- 
dições ótimas, todas as preparações de RNA devem ser examinadas por ele- 
troforese em gel desnaturante. Se o RNA estiver intacto, para vertebrados, 
deverão ser observadas duas bandas claras e bem definidas correspondentes 
aos rRNAs 28S e 188, com a banda do 28S apresentando aproximadamente 
o dobro da intensidade do 18S (Figura 4.5c). 

O RNA isolado pode ser convenientemente armazenado como um pre- 
cipitado em etanol 70% a -20 °C, ou em solução aquosa a -80 °C. Ciclos 
repetidos de congelamento e descongelamento devem ser evitados, uma vez 
que podem levar à hidrólise do RNA. RNA Poly(A)* isolado de RNA total 
por cromatografia de afinidade em oligo-d(T) celulose também pode ser 
usado para o RT-PCR, embora essa etapa a mais de purificação não seja 
normalmente necessária. 

Alguns protocolos indicam a necessidade da remoção do RNA molde 
para as etapas subsequentes de amplificação por PCR ou síntese da segunda 
fita de cDNA. Quando se utiliza a transcriptase reversa AMV (avian 
myeloblastosis virus), isso é feito pela atividade RNase H da enzima. Para 
outras transcriptases reversas que não têm essa atividade, como a MMLV 
(moloney murine leukemia virus) e suas formas derivadas (superscript), 
seria necessária a digestão com 20 U de RNase H por 20 minutos a 37 °C 
após a reação de síntese do cDNA. 
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4.4.1.1 Isolamento das extremidades 
de cDNAs por 5' e 3' RACE 


Rapid amplification of cDNA ends (RACE), ou amplificação rápida de 
extremidades de cDNAs, é uma técnica para a amplificação de sequências de 
ácidos nucleicos, a partir de um RNA mensageiro molde, localizadas entre 
um sítio interno pré-conhecido e sequências desconhecidas nas extremidades 
3” ou 5º do mRNA. Essa metodologia de especificidade unidirecional tam- 
bém é conhecida como one-sided PCR ou anchored PCR. Entre as suas apli- 
cações, o RACE tem sido usado para a amplificação e clonagem de mRNAs, 
uma vez que os produtos gerados pelo 3º e 5” RACE podem ser combinados 
para gerar a sequência completa de cDNAs. 

Essa técnica é utilizada quando o gene de interesse já teve uma porção 
central clonada (por RT-PCR, por exemplo), mas as sequências nas extre- 
midades 5” e 3º permanecem desconhecidas. Para tal, devem ser desenhados 
primers específicos na orientação senso para a clonagem da extremidade 3º 
pela técnica 3º RACE, e primers específicos antissenso para a clonagem da 
extremidade 5” pela técnica 5’ RACE. 


3’ RACE 


Similar ao procedimento descrito para a sintese de cDNA, a técnica do 3’ 
RACE utiliza a cauda poli(A) encontrada na maioria dos mRNAs de euca- 
riotos como sítio para anelamento de primers para a síntese de um DNA 
complementar ao mRNA. A síntese da fita de cDNA é iniciada na cauda 
poli(A) do mRNA usando um primer oligo-dT anchor. Após a conversão 
do mRNA em cDNA, é feita a amplificação por PCR, sem a necessidade de 
nenhuma etapa a mais de purificação, usando o primer anchor e um primer 
gene-específico que anela numa região de sequência conhecida. Assim, é pos- 
sível o isolamento da região desconhecida na extremidade 3º do mRNA, 
localizada entre a sequência conhecida e a cauda poli(A) (Figura 4.8). 

Normalmente, é adicionado à extremidade 5º do oligo-d(T) um segmento 
adaptador (anchor) de sequência definida. A função desse adaptador é evitar 
o uso de oligos homopoliméricos na amplificação, uma vez que estes não 
são primers muito eficientes para o PCR. Uma vez sintetizado o cDNA com 
a sequência adaptadora na sua extremidade 5”, as amplificações subsequen- 
tes por PCR podem então ser feitas utilizando-se um primer “específico” 
(anchor) exatamente com a mesma sequência do adaptador (Figura 4.8). 
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5’ RACE 


No 5’ RACE, de maneira similar ao 3º RACE, o cDNA é sintetizado a 
partir de RNA total ou de mRNA, com a utilização de um primer gene 
-específico antissenso para a síntese do cDNA fita simples. O cDNA fita 
simples é purificado dos nucleotídeos não incorporados e dos primers, e a 
enzima terminal transferase (TdT) é usada para adicionar uma sequência 
homopolimérica (geralmente de adenosinas) na extremidade 3° do cDNA. O 
cDNA, adicionado da sequência homopolimérica, é então amplificado por 
PCR usando um segundo primer específico antissenso (interno à sequência 
amplificada) e um primer complementar à sequência homopolimérica (geral- 
mente adicionado de uma sequência adaptadora a sua extremidade 5°). O 
cDNA obtido é então reamplificado por um segundo PCR, usando um ter- 
ceiro primer específico antissenso (interno à sequência pré-amplificada) e o 
primer com a sequência adaptadora (Figura 4.9). 

Para o § RACE, é necessário um mínimo de dois primers gene específi- 
cos, ou seja, o primer usado para a síntese do cDNA não deve ser o mesmo 
usado na amplificação por PCR. Isto porque o anelamento do primer gene 
-específico durante a síntese do cDNA é feito a uma temperatura muito 
baixa, do que resulta que outros cDNAs, além daquele para o qual o primer 
é especifico, podem ser sintetizados, como consequência do anelamento 
sitio-inespecifico do primer. Assim, como todos os cDNAs sintetizados 
têm o primer específico na sua extremidade 5”, o uso do mesmo primer na 
amplificação por PCR resultaria também na amplificação desses produtos 
inespecíficos, competindo ou mesmo impedindo a amplificação do produto 
específico. 

No 5º RACE, é essencial que primers livres e nucleotídeos não incorpo- 
rados sejam completamente removidos previamente à reação de homopoli- 
merização com a terminal transferase (TdT). Primers livres também seriam 
substrato para a enzima e, por estarem em concentração molar muito maior 
do que o cDNA sintetizado, competiriam com este, não somente pela rea- 
ção de polimerização, como também pelo anelamento com o oligo-d(T) na 
amplificação por PCR. Nucleotídeos não incorporados, presentes durante a 
reação de polimerização, poderiam também ser incorporados, ocasionando 
a síntese de segmentos de sequência variável na extremidade 3º do cDNA 
(Figura 4.9). 
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Figura 4.9 Esquema de clonagem gênica utilizando a técnica 5" RACE. 


4.4.2 Thermal asymmetric interlaced PCR (Tail-PCR) 


O thermal asymmetric interlaced PCR (Tail-PCR), ou PCR intercalada 
com temperaturas assimétricas, consiste numa aplicação da técnica de PCR 
que permite o isolamento de segmentos de DNA adjacentes a sequências 
conhecidas (Liu & Whittier 1995). O Tail-PCR utiliza primers específicos 
sequenciais junto com pequenos primers arbitrários degenerados, de modo 
a controlar termicamente a eficiência de amplificação relativa de produtos 
específicos e inespecíficos. 

Intercalando-se ciclos de alta e baixa adstringência, produtos específi- 
cos são preferencialmente amplificados sobre produtos não específicos. 
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Resumidamente, são feitas sequencialmente três reações de PCR, utilizando 
três primers sequenciais específicos de um lado e um primer arbitrário do 
outro. É feito um ciclo inicial com baixa estringência de modo a permitir o 
anelamento do primer arbitrário com o segmento alvo de sequência desco- 
nhecida, seguido de alguns ciclos a alta estringência, de modo a favorecer o 
anelamento do primer específico e a amplificação linear da sequéncia-alvo. 
Alternando-se ciclos de alta e baixa adstringência são formadas moléculas 
dupla fita e a amplificação da sequência-alvo torna-se logarítmica. Num 
segundo e terceiro ciclos de amplificações, os produtos não específicos dei- 
xam de ser amplificados e são eliminados (Figura 4.10). 

Após o isolamento do gene de interesse, este é ligado a um vetor, geral- 
mente plasmidial, como previamente discutido. A inserção de genes em plas- 
mídeos é um procedimento bem estabelecido. O plasmídeo deve ser lineari- 
zado com uma enzima de restrição, e esta mesma enzima deve ter sido usada 


Primer de sequência 


arbrifária 5 —. 3º 


5 3 





5 
3- === - 5 Primer em sequência 


J J conhecida 


3. 























5º sy 5 z 
7- = at su -5' 
Amplificação inespecífica J Amplificação inespecífica 
Primer de sequência 5º... 3º | 
arbritária 5- -3 
3- + + P 5 
3- “5 Segundo primer em 
J sequência conhecida 


Primer de sequência 
arbritária 


+ 


3 





3 a. 5’ 
5-5 Terceiro primer em 
J sequência conhecida 


5’ 





3 -5' 





Produto específico final 


Figura 4.10 Esquema do Tail-PCR. 
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para digerir as extremidades do gene a ser inserido. A digestão com a mesma 
enzima gera extremidades complementares no plasmídeo e no inserto, que 
irão se parear caso estejam em condições adequadas. As ligações fosfodiés- 
ter entre o plasmídeo e o inserto são realizadas com a utilização da enzima 
DNA ligase”. Na impossibilidade de utilização das mesmas enzimas de res- 
trição, é possível a geração de pontas cegas com a utilização do fragmento 
maior da DNA polimerase I (fragmento Klenow) que polimeriza e completa 
as extremidades 5’ protuberantes (atividade polimerase 5’43’) ou remove 
extremidades 3º protuberantes (atividade exonucleásica 3'à5”) geradas por 
enzimas de restrição de cortes coesivos (Figura 4.11). 


Fragmento Klenow da DNApoll 
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Figura 4.11 Esquema de funcionamento da enzima Klenow. 


4.4.3 Fusão de duas ou mais sequências de nucleotídeos 
por assymetric overlap extension PCR (AOE-PCR) 


Dentre as técnicas de PCR visando à obtenção de genes, a assymetric 
overlap extension PCR (AOE-PCR), também conhecida como splicing by 
overlap extension PCR (SOEing)** *° permite ao usuário a junção de dois ou 
mais fragmentos de DNA, com o objetivo de combinar sequéncias, seja para 
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a geração de proteínas de fusão ou até mesmo para a obtenção de sequências 
modulares combinadas, como a junção de elementos de regulação gênica 
na construção de promotores. À técnica baseia-se na obtenção dos dois (ou 
mais) fragmentos de interesse por reações de amplificação isoladas. Nessas 
reações, tanto o primer antissenso da primeira sequência quanto o primer 
senso da segunda sequência possuem uma região de trinta ou mais nucleotí- 
deos que correspondem à sequência do outro fragmento”! *2. As duas reações 
são executadas isoladamente, sendo que um dos fragmentos de PCR obtidos 
possui, em alguma de suas extremidades, a cópia da região a ser sobreposta. 
Em seguida, os dois produtos de PCR são usados como molde de uma reação 
utilizando o primer senso da primeira sequência e o primer antissenso da 
segunda. À fusão é realizada durante essa reação de SOEing pela sobreposi- 
ção de sequências (Figura 4.12). 
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Figura 4.12 Esquema de funcionamento da técnica de AOE-PCR, utilizando um primer que anela no lado 3’ da primeira sequéncia e 
no lado 5’ da segunda sequéncia. 


4.4.3.1 A transformação é usada para inserir 
vetores em células hospedeiras 


A multiplicação do vetor contendo o gene de interesse é obtida introdu- 
zindo o vetor em uma célula hospedeira, de forma que a célula transformada 
replique o vetor. Previamente à transformação, a célula deve ser preparada 
para que se torne “competente” em absorver o DNA plasmidial. A obtenção 
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de células competentes pode ser feita para transformação por eletroporação 
ou choque térmico. Porém, mesmo com a utilização de células competen- 
tes, a transformação é muito ineficiente, sendo necessária uma seleção das 
poucas células transformadas. Isso é alcançado cultivando as células em um 
meio que contenha o antibiótico cujo plasmídeo confere resistência. Dessa 
forma, somente as células transformadas sobreviverão no meio de cultivo?. 

À transformação pode ser utilizada na obtenção de um clone de bactéria 
contendo apenas um gene de interesse. Contudo, a mesma técnica pode ser 
utilizada para se inserir um conjunto de plasmídeos contendo insertos de 
DNA genômico ou cDNA diferentes, levando à criação de uma biblioteca 
de DNA. Em uma biblioteca de DNA, a maioria das colônias obtidas após a 
transformação contém um fragmento diferente de DNA inserido no vetor. O 
crescimento dessas colônias separadamente em meio fresco permite o isola- 
mento do plasmideo que cada uma carrega’’. 

Após a transformação, é possível também a obtenção de bactérias que 
expressem o gene inserido no vetor, mas isso só é possível caso o vetor uti- 
lizado seja um vetor de expressão que contém o promotor e o terminador 
adequado para a expressão do gene no sistema heterólogo?. 


4.5 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


A ciência a cada dia segue o seu curso, e pode contemplar um grande 
número de objetivos práticos na pesquisa biológica, que vão desde a satis- 
fação da curiosidade humana sobre a natureza da vida até a controle e eli- 
minação de doenças humanas, de outros animais e de plantas, que possuem 
prioridade dentro dessas utilidades práticas. Nesse contexto, as diversas 
técnicas de DNA recombinante, especialmente as relacionadas com as clo- 
nagens, têm auxiliado o atendimento desses objetivos de forma mais rápida 
e eficiente” 33, 

Mesmo depois de tantas descobertas, é inegável que ainda desconhecemos 
os limites e as possibilidades da aplicação prática da engenharia genética, e 
não restam dúvidas de que passamos a dispor de tecnologias altamente pro- 
missoras para a solução de problemas de natureza variada. 

As potencialidades da clonagem molecular e sua aplicação em processos 
biotecnológicos são muitas e têm atraído o interesse não apenas de cien- 
tistas, mas também da indústria, de investidores privados e dos gestores 
de políticas públicas em todo o mundo. Os novos campos científicos gera- 
dos a partir do uso dessas técnicas têm aplicações transversais, e entre os 


Clonagem Gênica: Fundamentos e Aplicações 161 


principais setores impactados destacam-se o agropecuário, a indústria de 
alimentos, a química e a farmacéutica’. 

Novas descobertas que aperfeiçoaram rapidamente a compreensão dos 
mecanismos celulares e se ramificaram em novos campos do conhecimento 
surgem a cada dia. Em paralelo, os produtos dessas novas técnicas surgem 
como invenções passíveis de serem patenteadas e, portanto, potencialmente 
lucrativas, abrindo caminho para o surgimento de novas empresas de base 
científica, voltadas para o desenvolvimento de aplicações comerciais ou 
prestação de serviços nesses novos campos do conhecimento” *. 

Nos processos de fermentação industrial, o que se observa a cada dia é o 
cumprimento de objetivos com maior rapidez, por meio das mais diferentes 
técnicas de clonagem molecular para a produção e uso de microrganismos 
recombinantes. Assim, destaca-se a produção de produtos recombinantes em 
substituição às proteínas terapêuticas antes obtidas de fontes naturais, como 
a insulina (1982), os hormônios de crescimento humano somastotastina e 
somatrofina (1985) e o fator VIII de coagulação sanguínea em células euca- 
rióticas (1992), que antes de sua produção heteróloga apresentavam risco de 
segurança, limitações na quantidade que podia ser obtida e alto custo. Nesse 
sentido, muitas pesquisas revelam novas possibilidades com relação à busca 
de novas espécies de microrganismos hospedeiros e construção de vetores de 
expressão. Existe, por exemplo, a tentativa de usar o Bacillus subtilis como 
célula procariota hospedeira, assim como usar as leveduras Pichia pastoris e 
Kluveromyces lactis, cultivadas em meios derivados de resíduos da indústria 
de alimentos, como substituição ou alternativas ao uso de Saccharomyces 
cerevisiae, embora seja este o organismo eucariótico mais utilizado como 
hospedeiro para expressões utilizando células eucarióticas. Essas mudan- 
ças estão relacionadas à melhora e barateamento da produção de proteínas 
heterdlogas***?. 

Ainda dentro das possibilidades terapéuticas utilizando proteinas recom- 
binantes, uma inovação potencialmente importante para a produção de 
proteínas recombinantes é a utilização de animais transgênicos, transfor- 
mados com um gene de interesse clonado em todas as suas células, geral- 
mente introduzido por microinjeção em um óvulo fecundado. Apesar do 
custo dessa tecnologia, a relação custo-benefício é favorável, já que, depois 
da reprodução do animal transgênico, este passará o gene a sua progênie 
e haverá a perpetuação da produção da proteína de interesse. A aborda- 
gem mais bem-sucedida até agora para a produção de proteínas heterólogas 
de uso farmacêutico em animais transgênicos utiliza animais de fazenda, 
como porcos e ovelhas, e vem sendo chamada de “pharming” (do inglês 
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pharmaceutical e farming). Um exemplo é a expressão do inibidor humano 
C1, uma glicoproteína, em coelhos. A sequência codante do C1 foi clonada 
sob o controle do promotor da f-lactoglobulina do animal, sendo tal promo- 
tor ativo no tecido mamário. Dessa forma, a proteína recombinante é conti- 
nuamente secretada no leite com as modificações pós-traducionais corretas, 
e essa secreção facilita a sua purificação”. 

A clonagem molecular abriu novos campos, não só de possibilidades tera- 
pêuticas, mas também para o entendimento das causas de doenças. Nesse 
sentido, a clonagem é utilizada para sintetizar enzimas e receptores causado- 
res ou envolvidos em processos patológicos, facilitando o estudo de possíveis 
alvos para o desenvolvimento de medicamentos. Da mesma forma, genes 
específicos codificadores de antibióticos provenientes de várias fontes são 
clonados em algumas espécies bacterianas, abrindo novas possibilidades na 
manipulação genética para a produção desse tipo de drogas*!. 

A tecnologia do DNA recombinante também permite a produção de 
novas vacinas virais e bacterianas. No caso de vírus, por exemplo, tornou-se 
factível a obtenção de proteínas recombinantes virais inativadas e proteínas 
modificadas geneticamente com um epítopo antigenicamente eficiente na 
produção de anticorpos. Além disso, o uso terapêutico dos anticorpos mono- 
clonais recombinantes abrange diversas modalidades, como a soroterapia, a 
terapia de alguns tipos de tumores malignos, cuja eficiência no tratamento 
possui valor indiscutível*. 

Ainda como possibilidade terapêutica, a identificação e clonagem de 
genes humanos, antes ou após o nascimento, constituem o primeiro passo 
para desvendar as bases moleculares e fisiopatológicas de uma determinada 
doença. Nesse sentido, a terapia gênica somática já é uma realidade. Essa 
tecnologia baseia-se na introdução ou transferência de material genético 
em pacientes com genes defeituosos com o propósito de prevenir ou curar 
uma enfermidade qualquer. No caso de enfermidades genéticas, nas quais 
um gene está defeituoso ou ausente, a terapia gênica consiste em transferir a 
versão funcional do gene para o organismo portador da doença, de modo a 
reparar o defeito. Essa introdução pode ser feita por via farmacológica, para 
tentar compensar as consequências fisiológicas da disfunção celular, ou por 
via genética, em que se busca a introdução de um gene exógeno nas células 
afetadas para substituir o gene defeituoso **. 

Recentemente, a European Medicines Agency (EMA) liberou para o 
comércio na Europa o primeiro medicamento funcional para terapia gênica. 
Denominado Gybera e produzido pela empresa holandesa UniQure, este 
medicamento foi criado para atuar sobre o defeito de um gene que codifica 
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para a enzima lipoproteína lipase, responsável pela quebra de lipídeos. Sem 
essa enzima, o corpo humano não consegue metabolizar o nutriente e, con- 
sequentemente, desenvolvem-se quadros patológicos como, por exemplo, 
a pancreatite. 

A clonagem gênica também oferece uma nova dimensão em termos de 
mudanças e novos paradigmas relacionados à agricultura, de modo a possibi- 
litar modificações direcionadas para a mudança do genótipo da planta, subs- 
tituindo, muitas vezes, Os cruzamentos convencionais. Inúmeros projetos rea- 
lizados em todo o mundo por companhias biotecnológicas têm desenvolvido 
plantas transgênicas utilizando o potencial da clonagem gênica para a adição 
ou inativação de genes, objetivando a melhoria das características culturais 
vegetais ou resistência a fatores ambientais, microrganismos ou insetos? *°. 

A adição de um gene em uma determinada cultura envolve técnicas de clo- 
nagem para introduzir um ou mais genes novos que codificam características 
novas na planta. Um bom exemplo da técnica é a comercialização de plantas 
transgênicas contendo proteínas inseticidas oriundas de genes bacterianos. A 
ô endotoxina produzida por cepas de Bacillus thuringiensis foi clonada em 
diversas plantas como milho, batata, algodão e tomate, reduzindo o ataque 
de insetos em níveis comparados aos de inseticidas comerciais*”. Resultados 
igualmente bem-sucedidos foram obtidos com genes que codificam proteina- 
ses e amilases ou pequenos peptídeos que interrompem a atividade enzimá- 
tica do intestino dos insetos, impedindo ou retardando o seu crescimento. Em 
muitos casos, o objetivo da transformação é a produção de plantas capazes 
de resistir ao ataque de insetos, microrganismos e aos efeitos de herbicidas. 
Entretanto, as transformações podem ter outros objetivos, como a utilização 
de inserções genéticas com o objetivo de melhorar a qualidade nutricional, 
alterações bioquímicas aumentando o conteúdo de aminoácidos essenciais e 
a melhoria da digestibilidade de alguns alimentos? *º. 

Quanto à substituição genética, o caso mais bem-sucedido em termos prá- 
ticos é a chamada tecnologia do antissenso. Nessa tecnologia, não ocorre a 
remoção física de um gene, mas o seu silenciamento. Essa tecnologia baseia- 
se no uso de RNA intereferente, descrita por Fire e colaboradores em 1998ºº. 
Brevemente, uma porção do gene a ser silenciado é ligada a um vetor na sua 
orientação inversa, o que quer dizer que, quando essa sequência codante 
é transcrita no hospedeiro, o RNA que é sintetizado é complementar ao 
RNA mensageiro (mRNA). Esse complemento é chamado de RNA antis- 
senso (asRNA) e pode impedir a síntese do produto do gene a partir do qual 
ele foi produzido. De uma maneira geral, essa tecnologia é muito menos 
utilizada que a adição de genes, pois em termos práticos é muito mais fácil 
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introduzir uma característica que uma planta não possui do que identificar 
características desvantajosas que a planta já possui e quais podem ser remo- 
vidas pela “subtração” ou silenciamento de um gene. Casos de sucesso dessa 
tecnologia são relatados e conhecidos, como o da substituição do gene da 
poligalacturonase que retarda o estrago de tomates, ou da polifenol-oxidase 


5:1,..52 


que produz a inibição do descoramento em frutas e vegetais 


4.6 CASO PRÁTICO: PROTOCOLO DE CLONAGEM EM 
VETOR DE EXPRESSÃO DE PROTEINA ANTIMICROBIANA 


Os passos necessários para a clonagem em vetor de expressão em E. coli de 
um peptídeo antifúngico vegetal são os seguintes: (1) RT-PCR para a obtenção 
do cDNA, (2) amplificação por PCR da região codante do peptídeo antifún- 
gico, (3) clonagem em vetor de expressão e (4) transformação por eletropora- 
ção. Os protocolos desses procedimentos serão descritos nesta seção. 


4.6.1 RT-PCR para a obtenção do cDNA 
A seguir será descrito o protocolo para a síntese de cDNA de milho 
(Zea mays) utilizando a enzima SuperScript II Reverse Transcriptase 


(Invitrogen™)’?. 


Tabela 4.2 Reagentes e Equipamentos necessários para RT-PCR 





REAGENTES EQUIPAMENTOS 





SuperScript || Reverse Transcriptase Kit 
Oligo (dT) 12-18 
RNA total de milho (1ng-5yg) 
dNTP Mix (10 mM cada) 
Água destilada estéril 
Gelo 


Termociclador, 
Microcentrifuga 
Tubos de microcentrífuga 0,2 ml 





Procedimento 


A reação de síntese de cDNA utiliza de 1 ng a Spg de RNA total ou 1 ng 
a 500 ng de mRNA. 
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1) Adicionar os seguintes componentes em um tubo de microcentrífuga: 


© Oligo(dT)12-18 (500 pg/mL) 1 pL 
e 1 nga 5 pg de RNA total ou MRNA X pL 
e dNTP Mix (10 mM cada) 1 pL 
e Água destilada estéril q.s.p. 12 pL 


2) Aquecer a mistura no termociclador a 65 °C por 5 minutos e em seguida 
transferir para o gelo. Após uma rápida centrifugação, adicionar os 
seguintes reagentes: 

e Tampão 5X!” 4 pL 
e DITOIM 2pL 

3) Misturar a reação lentamente e incubar a 42 °C por 2 minutos. 

4) Adicionar 1 pL (200 unidades) da enzima SuperScript II (Invitrogen) e 
misturar a reação por pipetagem. 

5) Incubar a 42 °C por 50 minutos. 

6) Incubar a 70 °C por 15 minutos para inativar a enzima. 


4.6.2 Amplificação da região codante 
da defensina de milho por PCR 


Após a síntese do cDNA é necessário realizar a amplificação do gene de 
interesse que será clonado. Na PCR será necessária a utilização de um par 
de primers que amplifique a região codificante completa do gene, do códon 
de início ao de parada. Os primers deverão conter, além da região que irá 
se parear no gene, o sítio de restrição da enzima AlwNI. Os sítios de res- 
trição desta enzima serão usados na ligação do inserto no vetor de expres- 
são pET-31b*. Na Figura 4.13A está a sequência de defensina de milho que 
será amplificada na PCR. As regiões selecionadas para o pareamento dos 
primers estão marcadas em negrito. Além dessas sequências, será preciso 
adicionar nos primers a sequência que é reconhecida pela enzima AlwNI 
(Figura 4.13B). É também recomendável que seja adicionado no desenho dos 
primers de 4 a 6 nucleotídeos aleatórios na extremidade 5” (não mostrado), 
para favorecer a ligação posterior da endonuclease em seu sítio específico. 

Usando os primers descritos na Figura 4.4 e Tabela 4.1, a seguinte reação 
será preparada: 


* 


* O tampão é fornecido pelo fabricante (Invitrogen). 
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Tabela 4.3 Reação de PCR para amplificação de cONAS 











REAGENTE VOLUME 
Tampão Tag 10X 5 yL 
50 mM MgCl, 1,5 pL 
Primer senso (10 pM) 1 pL 
Primer antisenso (10 pM) 1 pL 
dNTP mix 10 mM 1 pL 
Taq DNA polimerase (5 U/ pL) 0,4 pl 
cDNA 2 pl 

Água destilada estéril q.s.p. 50 pl 


O termociclador deve ser programado da seguinte forma: 


1) 95 °C -—5 minutos 

2) 95 °C - 30 segundos 

3) 60 °C - 30 segundos repetir 30 vezes 
4) 72 °C - 30 segundos 

5) 72 °C -—S minutos 

6) 4ºC— o 


Após a reação, os tubos podem ser armazenados em freezer a -20 °C ou 
submetidos imediatamente a uma eletroforese em gel de agarose para veri- 
ficar a ocorrência da amplificação. Uma alíquota de 5 pL deve ser aplicada 
no gel de agarose. Nessa PCR, é esperado um fragmento de 354 pb. Com a 
PCR positiva, deve-se seguir para a digestão com a enzima AlwNI. 


4.6.3 Clonagem em vetor de expressão 


4.6.3.1 Purificação da PCR para digestão 


À purificação do produto de PCR antes da digestão é necessária, pois a 
presença da Tag Polimerase, dNTPs e primers pode interferir na geração das 
extremidades coesivas pelas enzimas de restrição. Adicionalmente, a Tag 
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polimerase pode resistir à purificação apenas com fenol:clorofórmio e pre- 
cipitação com etanol. O protocolo a seguir é indicado para a purificação de 
produtos de PCR?*. 


Tabela 4.4 Tampões, soluções e equipamentos para purificação do produto da PCR 








TAMPÕES E SOLUÇÕES EQUIPAMENTOS 
Acetato de amônia 10M Banho-maria a 37 
Clorofórmio Banho-maria a 75 °C 

Etanol 


Fenol:clorofórmio (1:1. v/v) 
TE (pH 8,0) 
Proteinase K (20 mg.ml") 





Procedimento 


1) Adicionar em um mesmo tubo até 8 PCRs (400 pL) contendo ao menos 
1 pg do produto amplificado. 

2) Adicionar 0,2 volumes do tampão 5x da proteinase K até uma concentra- 
¢ao final de 50 pg.mL". Incubar a mistura por 60 minutos a 37 °C. 

3) Inativar a proteinase K por aquecimento da mistura a 75 °C por 
20 minutos. 

4) Submeter a solução a uma extração com fenol:clorofórmio e em seguida 
com clorofórmio. 

5) Adicionar 0,2 volumes de acetado de amônia 10M e 2,5 volumes de eta- 
nol. Misturar a solução e armazenar por 30 minutos a 4ºC. 

6) Centrifugar a solução para recuperar o DNA a 10.000 x g por 5 minu- 
tos a 4 °C. Descartar o sobrenadante e adicionar 1 mL de etanol 70%. 
Centrifugar novamente nas mesmas condições. Remover o sobrenadante 
e secar o DNA precipitado. 

7) Dissolver o pellet em TE (pH 8,0). 

8) Quantificar a amostra e submeter uma alíquota a uma eletroforese em gel 
de agarose. 
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4.6.3.2 Digestão da PCR com a enzima AlwNI 
para criação de extremidade coesivas 


O produto purificado da reação de PCR deve ser submetido a uma diges- 
tão com a enzima AlwNI para gerar as extremidades coesivas necessárias 
à clonagem do vetor. Adicionalmente, o vetor de expressão pET-31b* será 
linearizado por uma digestão com a mesma enzima. As condições de reação 
utilizadas para digerir 1 pg do inserto e do vetor estão listadas na Tabela 
4.5. À reação de digestão ocorrerá por 1 hora a 37 ºC%. 


Tabela 4.5 Reação de digestão com enzima AlwNI 








REAGENTE VOLUME 

DNA 1 pg (X pL) 
Tompão enzima 10X 5 pl 
Enzima 0,5 pl 

Água destilada estéril q.s.p. 50 pl 


4.6.3.3 Ligação da defensina em vetor de expressão 


A ligação do fragmento de PCR digerido com a enzima no vetor de 
expressão é feita com enzima T4 DNA ligase*. A reação de ligação deve ser 
preparada seguindo a Tabela 4.6. O vetor selecionado é o pET-31b* (Nova- 
gen) porque, segundo descrição do fabricante, ele é adequado para a expres- 
são de peptídeos. 


Tabela 4.6 Reação de ligação do produto de PCR em vetor de expressão em uma proporção inserto:vetor de 3:1. À reação de ligação 
ocorrerá a uma temperatura de 25 °C por 1 hora 





COMPONENTE VOLUME 
Tompão de ligação 5X 4 ul 
Vetor 3-30 fmol 
Inserto 9-90 fmol 
T4 DNA ligase 0,1 unidade 


Água destilada estéril q.s.p. 20 pl 
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4.6.4 Transformação de bactérias por eletroporação 


A seguir será descrito o protocolo de transformação de E. coli por eletro- 
poração. À cepa BL21 é adequada para expressar a defensina ligada no vetor 
pET-31b*. Bactérias E. coli BL21 competentes para eletroporação podem ser 
adquiridas com fabricantes ou preparadas usando protocolos previamente 
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descritos?. 


Tabela 4.7 Materiais necessários para a transformação de bactérias por eletroporação 





TAMPÕES, SOLUÇÕES E MEIOS EQUIPAMENTOS 
Plasmídeo Cubetas de eletroporação 
Meio GTY: 10% glicerol, 0,125% de extrato de levedura, 0,25% de triptona Eletroporador 
Meio LB. Banho de gelo 





Placas de petri contendo meio LB + 100 pg/ml de ampicilina 


Procedimentos? 


1) Adicionar de 10 pg a 25 ng de plasmídeo em um volume de 1-2 pL em 
um tubo de microcentrífuga contendo 40 pL de E. coli BL21 competente. 
Incubar no gelo por 60 segundos. 

2) Configurar o eletroporador para um pulso de 25 pF de capacitância, 2,5 
kV e 200 Ohms de resistência. 

3) Pipetar a mistura plasmídeo-BL21 em uma cubeta de eletroporação pre- 
viamente resfriada em gelo e posicionar no eletroporador. 

4) Aplicar o pulso no equipamento. Um tempo de 4 a 5 milissegundos deve 
ser registrado no equipamento. 

5) Rapidamente adicionar 1 mL de meio LB à cubeta de eletroporação. 

6) Transferir as células para um tubo de microcentrífuga e incubar por 1 
hora a 37 °C. 

7) Adicionar até 200 pL da cultura em uma placa de Petri contendo meio 
LB mais 100 pg.mL" de ampicilina. Inverter as placas e incubar a 37 °C 
por 12 a 16 horas. 

8) Selecionar transformantes para a confirmação da clonagem e orientação 
do inserto por PCR, digestão e sequenciamento. 


170 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


4.7 CONCLUSÕES 


Nas últimas décadas, a clonagem gênica desenvolveu-se como uma alter- 
nativa extremamente viável para a manipulação genética de organismos com 
diversos objetivos diferentes, desde a produção de drogas até a obtenção de 
plantas e animais geneticamente modificados, expressando características 
fenotípicas de interesse humano. Dessa forma, hoje temos ao nosso alcance 
um suprimento infindável de algumas drogas, como a insulina recombinante, 
que não depende mais da pecuária para sua obtenção, plantas resistentes a 
estresses bióticos (como insetos) e abióticos (seca, uso de herbicidas), linha- 
gens de microrganismos produzindo fármacos, vacinas e anticorpos, entre 
outros, tanto em fase experimental como industrial. É inquestionável a apli- 
cabilidade desse conjunto de tecnologias no desenvolvimento social humano 
recente, e o seu impacto no futuro ainda é incalculável. 
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5.1 INTRODUÇÃO 
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A escolha de um método adequado para a expressão é um fator crítico na 
obtenção de rendimento e qualidade desejada de uma proteína recombinante 
em tempo hábil. Alguns fatores devem ser considerados na escolha de um 
sistema de expressão, dentre eles, a massa da proteína e o número de pontes 
dissulfeto, o tipo de modificações pós-traducionais desejadas e o destino da 
proteína. A aplicação pretendida da proteína recombinante purificada tam- 
bém é fundamental no processo de escolha do sistema de expressão, sendo 
que as aplicações podem ser classificadas em quatro grandes áreas: estudos 
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estruturais, ensaios de atividade in vitro, antígenos para a produção de anti- 
corpos e estudos in vivo. 

Por várias razões, as bactérias foram os primeiros micro-organismos a 
serem utilizados como fábricas vivas. Primeiramente, uma grande quanti- 
dade de informações sobre a sua genética, fisiologia e bioquímica estão dis- 
poníveis. À bactéria Escherichia coli é o micro-organismo mais estudado 
e melhor compreendido no mundo. Além disso, as bactérias são fáceis de 
cultivar em grandes quantidades, utilizam meios de cultivo de baixo custo, e 
podem multiplicar-se rapidamente. Por exemplo, a E. coli dobra sua massa 
a cada vinte minutos ou mais em um meio rico. Finalmente, bactérias são 
tão pequenas que até um bilhão de células podem caber em uma única placa 
de Petri com apenas 10 cm de diâmetro. Isso permite-nos testar grandes 
populações a fim de encontrar recombinantes, uma enorme ajuda em vários 
estágios de manipulações genéticas do DNA. 

A expressão e produção de proteínas recombinantes funcionais pode ser 
frequentemente desafiadora. De fato, novos alvos ou produtos podem ser 
excluídos simplesmente porque quantidades significativas da proteína fun- 
cional não pode ser produzida para as análises necessárias. Entre os fatores 
mais importantes para o sucesso da produção de proteínas recombinantes 
estão o rendimento e a qualidade da proteína expressa. Para contornar esses 
fatores, é importante identificar ferramentas de expressão que permitam a 
expressão funcional da proteína a ser testada. Essas ferramentas incluem 
não somente a escolha dos diferentes organismos disponíveis, mas também 
uma variedade de ferramentas de expressão para o controle da transcri- 
ção e/ou da tradução de proteínas recombinantes. Múltiplas plataformas 
de expressão de proteínas recombinantes em diferentes hospedeiros estão 
disponíveis, incluindo mamíferos, leveduras e sistemas bacterianos. Caso 
glicosilações não sejam requeridas para a função biológica da proteína a 
ser produzida, um sistema de expressão bacteriano é preferido, oferecendo 
vantagens com relação à velocidade e custo de produção. O crescimento 
bacteriano e os ciclos de expressão são tipicamente de um a dois dias; em 
contraste, os sistemas de levedura são de cinco dias, e os sistemas de mami- 
fero, de dez a catorze dias. Além disso, as bactérias podem ser cultivadas em 
meio simples e barato. Quando a proteína pode ser produzida numa forma 
ativa solúvel com rendimentos de expressão similares, a redução de custos 
pode ser de até 37%. 

O objetivo deste capítulo é descrever os principais sistemas utilizados 
para a expressão de proteínas recombinantes em bactérias. Algumas de suas 
vantagens, desvantagens e aplicações serão discutidas. 
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5.2 SISTEMAS DE EXPRESSÃO EM Escherichia coli 


Os sistemas de expressão são concebidos para produzir muitas cópias de 
uma proteína desejada dentro de uma célula hospedeira. Um vetor, geral- 
mente plasmídeo ou vírus modificado, é utilizado para introduzir um gene 
específico na célula hospedeira e comandar o mecanismo celular de sín- 
tese proteica para produzir a proteína codificada pelo gene. Esse vetor con- 
tém todos os códigos genéticos necessários para a produção da proteína, 
incluindo um promotor apropriado para a célula hospedeira e sequências 
reguladoras que atuam como potenciadores da transcrição. 

A bactéria Escherichia coli, descrita pela primeira vez e isolada por 
Escherich em 1885, é um habitante ubíquo do cólon de mamíferos e o micro 
-organismo mais estudado. Quase todas as cepas empregadas atualmente 
em experimentos de DNA recombinante são derivadas de uma única cepa: 
E. coli K-12, isolada das fezes de um paciente diftérico em 1922. Outra 
cepa empregada, a E. coli B, é derivada de comensais normais do intestino 
humano, e seus derivados têm sido isolados em laboratório antes de 1918. 
As pesquisas envolvendo as cepas E. coli Be K-12 resultaram em um tre- 
mendo impacto em nossa atual compreensão da bioquímica, genética mole- 
cular, biotecnologia e biologia de sistemas, bem como sobre o desenvolvi- 
mento de metodologias nesses campos. 

E. coli é o hospedeiro mais comumente usado e melhor caracterizado, 
além do amplo histórico em expressar proteínas heterólogas ou não. O 
emprego da E. coli confere várias vantagens: expressão rápida e de alto 
nível, crescimento celular de alta velocidade, de baixa complexidade e de 
baixo custo. Além disso, um certo número de cepas hospedeiras mutantes 
estão disponíveis, que pode melhorar a expressão da proteína recombinante. 
Por exemplo, o uso de cepas hospedeiras com mutações em genes de pro- 
teases citoplasmáticas diminui a degradação de proteínas. Hospedeiros que 
codificam tRNAs para códons raramente encontrados em E. coli podem 
expressar com sucesso as proteínas que contêm esses códons raros (ver 
adiante). 

Muitas cepas laboratoriais de E. coli são portadoras de mutações que 
reduzem a sua viabilidade na natureza e impedem sua sobrevivência no trato 
intestinal. Essas mutações geralmente conferem auxotrofia, isto é, elas desa- 
tivam a capacidade da célula de sintetizar um metabólito crítico, que, por 
conseguinte, devem ser fornecidos no meio. Tais mutações podem também 
servir como marcadores genéticos e são úteis para a confirmação da identi- 
dade da cepa. 
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Embora rendimentos elevados sejam geralmente desejáveis, a superpro- 
dução de uma proteína recombinante pode prejudicar a célula hospedeira. 
Em bactérias, quando uma grande quantidade de proteína é produzida 
muito rapidamente, há a formação de corpos de inclusão, que são agregados 
constituídos de proteínas mal dobradas e não funcionais. Por outro lado, a 
expressão no estado exponencial de crescimento bacteriano pode prejudi- 
car a multiplicação celular e diminuir o rendimento proteico final. Assim, 
sistemas de expressão de proteínas recombinantes possuem recursos para 
controlar quando e como a expressão ocorre na célula hospedeira. 

O sistema de expressão de genes heterólogos comumente usado é baseado 
na T7 RNA polimerase de bacteriófago, desenvolvido por Studier e Moffat 
em 1986?! (Figura 5.1). As cepas de E. coli hospedeiras são lisógenas do 
bacteriófago DE3, um derivado lambda que possui a região imunogênica do 
fago 21 e carreia um fragmento de DNA contendo o gene lacl, o promotor 
lacUVS e o gene da RNA polimerase de T7. Esse fragmento foi inserido no 
gene int, impedindo DE3 de excisar-se do cromossoma sem um fago auxiliar. 
Uma vez que um lisógeno DE3 é formado, o único promotor conhecido para 
dirigir a transcrição do gene da RNA polimerase T7 é o promotor lacUVS 
(ver descrição mais detalhada adiante). A RNA polimerase T7 é altamente 
seletiva para os seus próprios promotores, que não ocorrem naturalmente em 
E. coli. Dessa maneira, o sistema de expressão é composto também de plas- 
mídeos de expressão. Os genes-alvo são clonados sob controle do promotor 
T7, sendo que a expressão é induzida pela expressão da RNA polimerase T7 
na célula hospedeira. Entretanto, a transcrição do gene da RNA polimerase 
T7 é inibida pelo repressor Lacl, que se liga fortemente ao operon lac. Os 
genes lac expressam enzimas que estão envolvidas na lise de lactose, e, por- 
tanto, a presença de lactose provocaria a iniciação da transcrição dos genes 
lac. A lactose se liga ao repressor Lacl, diminuindo a sua afinidade pelo sítio 
de ligação ao promotor. Isso alivia a repressão da transcrição do óperon 
quando essas moléculas estão presentes. Quando o análogo da lactose IPTG 
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosídeo) é adicionado ao meio de cultura, ele se 
liga ao repressor Lacl e o libera do promotor lacUV5. Como o IPTG não é 
degradado pela enzima B-galactosidase, a molécula persiste na célula e esti- 
mula significativamente a expressão gênica, mesmo em baixas concentrações. 

A RNA polimerase T'7 é então produzida e promove a transcrição do gene 
de interesse. Quando a expressão da T7 RNA polimerase é completamente 
induzida, a quase totalidade dos recursos das células é convertida para a 
expressão do gene-alvo, sendo que o produto desejado pode compreender 
mais que 50% das proteínas celulares totais após algumas horas de indução. 
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Dessa maneira, a expressão gênica em larga escala emprega primeiramente 
crescimento celular em alta densidade a uma atividade do promotor mínima, 
seguido pela indução do promotor, para evitar que a expressão de proteínas 
heterólogas seja tóxica para o crescimento celular. 


Indução com 
IPTG 
E. coli RNA s 
Polimerase 


O 


< T7 RNA Polimerase 
> LA 


Promotor lac operon lac Gene polimerase T7 y 


Repressor lac 


Kad ss 
À f omotor Gene aro 


Plasmídeo 





Figura 5.1 Sistema de expressão de proteínas heterólogas em E. coli baseado na T7 RNA polimerase. O plasmídeo recombinante é 
inserido em uma cepa E. colilisógena do bacteriófago DE3, a qual contém em seu genoma um gene da T7 RNA polimerase sob o controle 
do promotor /ac. O genoma bacteriano também contém o gene /acl, que codifica para o repressor Lacl, responsável pela inibição da trans- 
crição do gene da T7 RNA polimerase. O promotor lac é ativado na presença do análogo da lactose, o isopropil-B-D-tiogalactopiranosídeo 
(IPTG). O IPTG se liga ao repressor Lacl, promovendo a diminuição da afinidade do inibidor pelo promotor. A adição de IPTG à cultura em 
crescimento induz a produção da T7 RNA polimerase, que ativa a transcrição do gene-alvo no plasmideo. 


Os dois sistemas comerciais de expressão mais comumente usados para 
E. coli são os sistemas pET e pBAD. Esses sistemas apresentam mecanismos 
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de controle para induzir ou reprimir a produção de proteína recombinante; 
o sistema pBAD também pode modular a quantidade de proteína produzida. 

O sistema comercial pET (Novagen) possui um promotor híbrido T7lac, 
e a transcrição requer a RNA polimerase T7 (Figura 5.2). Nesse sistema, o 
plasmídeo contém a sequência do operador Lac imediatamente a jusante do 
promotor de T7. O plasmídeo pET expressa a proteína Lacl, o que reprime 
tanto a transcrição do gene da RNA polimerase T7 no cromossoma bacte- 
riano quanto a do gene da proteína recombinante clonada. Esse gene lacl 
adicional impede que o esgotamento do repressor Lacl resulte na expressão 
da polimerase e do gene alvo. Quando o indutor IPTG é adicionado, ele pro- 
voca a liberação de Lacl de ambos os promotores. Este é um dos melhores 
mecanismos para a prevenção da expressão basal e é muito útil quando as 
proteínas recombinantes são altamente tóxicas em cepas DE3. 


Presença de IPTG e 8 


pr» > 


a y 
Se 
os <a t= 
Repressor Lacl 


y 
y Nas 


A E 
LE ieee 


Ausência de IPTG 





Gene de 

— resistência 

a antibiótico 
Operon Lac 


Cee 







Figura 5.2 O sistema de expressão pET (Novagen). Este sistema permite um controle muito mais restrito da expressão dos genes 
alvos que o sistema convencional desenvolvido por Studier e Moffat?’. O vetor contém um promotor denominado T7lac, composto pelo 
óperon lac antecedido pelo promotor T7. O vetor também apresenta uma sequência codificadora para o repressor Lacl. Quando este tipo 
de vetor é empregado em cepas DE3, o repressor Lacl atua no promotor /ac na célula hospedeira, inibindo a transcrição do gene da T7 
RNA polimerase pela polimerase do hospedeiro e também bloqueando o promotor T7/ac no vetor, evitando a transcrição do gene-alvo 
por qualquer T7 RNA polimerase. À adição de IPTG ao meio de cultura bloqueia a ação do repressor Lacl, permitindo a transcrição da T7 
RNA polimerase e da transcrição do gene-alvo no vetor. Ori. origem de replicação de E. coli. 
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O sistema pBAD baseia-se no óperon arabinose (Figura 5.3). Este é indu- 
zido pela adição de arabinose, que se liga à proteína repressora AraC. O 
repressor pode agir de duas maneiras radicalmente diferentes, dependendo 
se é ou não ligado à arabinose. Na ausência de arabinose, o repressor AraC 
liga-se ao operador O2 e ao sítio I1, fazendo com que o DNA nessa região 
adote uma conformação na forma de grampo de cabelo. Isto impede a trans- 
crição a partir do promotor pBAD porque a RNA polimerase é estericamente 
impedida de se ligar ao promotor. No entanto, na presença de arabinose, o 
repressor de AraC muda de conformação e liga-se preferencialmente aos 
sítios adjacentes I1 e I2. Dessa maneira, a configuração do circuito é liber- 
tada e pode ocorrer a transcrição. O sistema também responde à presença 
ou ausência de glicose. Os baixos níveis de glicose provocam um aumento 
dos níveis de AMPc na célula, o que, por sua vez, faz com que a proteína 
do receptor de AMPc (PRACc) torne-se ativa. À ligação da PRACc a um sítio 
no promotor livre também induz a de expressão dos genes de arabinose. A 
expressão dos genes sob o controle de pBAD é induzida cerca de trezentas 
vezes mais que o seu nível não induzido. Os niveis do repressor AraC tam- 
bém são autorregulados. Assim, quando os níveis de AraC aumentam, a 
AraC liga-se ao operador O2 e impede a transcrição de mRNA do araC. A 
principal vantagem desse sistema é que o promotor pode ser induzido par- 
cialmente, dependendo da concentração de indutor utilizado, e é firmemente 
reprimida na ausência de indutor. Se uma grande quantidade de proteína 
recombinante é necessária, então é acrescentada mais arabinose. No entanto, 
se a proteína recombinante é tóxica para as células hospedeiras, é adicio- 
nada uma menor quantidade de arabinose, e menos proteína recombinante 
é produzida. 


5.2.1 Vetores de expressão 


Os elementos essenciais para um vetor de expressão em E. coli são mos- 
trados na Figura 5.4. O promotor é posicionado aproximadamente 10 pb a 
100 pb a montante do sítio de ligação do cromossomo (ribosomal binding 
site - RBS) e geralmente está sob o controle de um gene regulatório, o qual 
pode estar presente no próprio vetor ou integrado no cromossomo do hos- 
pedeiro. Os promotores de E. coli consistem de uma sequência de hexanu- 
cleotídeos localizadas aproximadamente 35 pb (região -35) a montante da 
base de iniciação de transcrição, separado por um pequeno espaço de outra 
sequência de hexanucleotídeos (região -10). À jusante do promotor está o 
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RBS, também chamado de sítio Shine-Dalgarno (SD), a qual interage com 
rRNA 165S durante a iniciação da tradução. A distância entre o sítio SD e o 
códon de iniciação varia de cinco a treze bases, e a sequência desta região 
deve eliminar o potencial de formação de estrutura secundária na cópia de 
mRNA, o que poderia reduzir a eficácia da iniciação da tradução. O RBS 
exibe uma tendência a possuir a um alto conteúdo de adeninas. Após o 
RBS, está localizado um sítio de policlonagem, o qual fornece sítios para 
enzimas de restrição onde será clonado o fragmento de DNA. O terminador 
da transcrição está localizado a jusante da sequência codificadora e serve 
tanto como um sinal para a terminação da transcrição quanto como um 
elemento protetor composto por estruturas em forma de grampo de cabelo, 
protegendo o mRNA de degradação exonucleotídica e estendendo a meia- 
vida do mesmo. 








Transcrição 
Desativada 
: + Arabinose 
Transcrição 
Ativada 


Figura 5.3 Sistema de expressão pBAD. Os sistemas de expressão baseados no promotor BAD (pBAD) possuem um repressor denomi- 
nado AraC. Na ausência do açúcar arabinose, o repressor AraC liga-se ao operador 02 e ao sítio 11, fazendo com que o DNA nesta região 
adote uma conformação na forma de grampo de cabelo. Isso impede a transcrição a partir do promotor pBAD porque a RNA polimerase 
é estericamente impedida de se ligar ao promotor. No entanto, na presença de arabinose, o repressor de AraC muda de conformação e 
liga-se preferencialmente aos sítios adjacentes 11 e 12. Dessa maneira, a configuração do circuito é libertada e pode ocorrer a transcrição. 
Os baixos níveis de glicose provocam um aumento dos níveis de AMPc na célula, o que, por sua vez, faz com que a proteína do receptor 
de AMPc (PRAc) torna-se ativa. A ligação da PRAc a um sítio no promotor livre também induz a de expressão dos genes de arabinose. 
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Figura 5.4 Características e sequências dos elementos de um vetor de expressão procariótico. Como exemplo é mostrado o promotor 
híbrido tac (P), consistindo das sequências 235 e 210, as quais são separadas pelo espaçador. À seta indica a direção da transcrição. O 
sítio de ligação do ribossomo (RBS) consiste da sequência de Shine-Dalgarno (SD), seguido por espaçador traducional rico em A + T que 
possui um comprimento ótimo de oito bases. À sequência SD interage com a extremidade 3º do rRNA 165 durante a iniciação da tradução. 
O códon de iniciação AUG (ATG) é empregado com maior frequência em E. coli. Entre os três códons de parada, o códon UMA (TAA) seguido 
por U (T) é a sequência de terminação mais eficiente em E. coli. O repressor é codificado por um gene regulatório (R), o qual pode estar 
presente no próprio vetor ou pode estar integrado no cromossomo hospedeiro, e que modula a atividade do promotor. O terminador de 
transcrição (TT) serve para estabilizar o mRNA e o vetor. Além disso, um gene de resistência a antibiótico, por exemplo, ampicilina (AmpR), 
facilita a seleção fenotípica do vetor, e a origem de replicação de E. coli (Orif) determina o número de cópias do vetor”. 


Além dos elementos descritos acima, os quais possuem um impacto direto 
na eficiência da expressão gênica, o vetor contém um gene que confere resis- 
tência a antibióticos no hospedeiro para facilitar a seleção do plasmídeo e 
sua propagação. A ampicilina é comumente utilizada para essa proposta, 
entretanto, para a produção de proteínas humanas terapêuticas, outros mar- 
cadores de seleção são preferíveis a fim de evitar potenciais reações alérgicas 
em humanos. O número de cópias do plasmídeo é determinado pela origem 
de replicação. Vetores de clonagem costumam ter o tamanho de apenas 1 
Kb a 3 Kb, e toda a sequência que não é necessária para a manutenção ou 
a replicação do plasmídeo é removida de modo que o vetor tenha apenas 
elementos essenciais. 

A descrição anterior enumera as características de um vetor de expressão 
denominado vetor de tradução. Com uma estrutura um pouco diferente, 
existe também outro tipo de vetor de expressão, o vetor de transcrição 
(Tabela 5.1). Vetores de transcrição são utilizados quando o DNA a ser 
clonado possui o códon de iniciação ATG e um RBS procariótico. O vetor 


* Modificado. 
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de tradução contém um RBS eficiente e, portanto, não é necessário o DNA 
-alvo contê-lo. Genes eucarióticos são geralmente clonados em vetores de 
tradução, pois os sinais de tradução desses genes não são compatíveis com a 
maquinaria de tradução bacteriana. 


Tabela 5.1 Principais diferenças entre vetores de transcrição e vetores de tradução 





VETORES DE TRANSCRIÇÃO VETORES DE TRADUÇÃO 


Não apresentam RBS nem códon de iniciação 


; tne É Apresentam RBS eficiente. 
anteriores ao sitio de policlonagem. 





O gene clonado necessita de RBS e ATG procarióticos. O gene clonado não necessita de RBS e ATG. 
Não permite a remoção da porção inicial do gene. Permite a remoção da porção inicial do gene. 
Clonagem apenas de genes procarióticos. Clonagem de genes eucaridticos e procarióticos. 


Muitos vetores são construídos de tal modo que o sítio de policlona- 
gem se localize no interior da sequência do gene de B-galactosidase (lacZ) 
(Figura 5.5). Em um hospedeiro adequado, o vetor intacto produz a pro- 
teína LacZa, que pode ser detectada no meio de cultura sólido utilizando 
ensaios colorimétricos através da hidrólise do seu substrato cromógeno, o 
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactopiranosídeo (X-Gal), resultando em um 
composto azul. Quando o DNA exógeno interrompe a sequência de leitura 
da proteína LacZa, aparecem colônias brancas em vez de azuladas. Dessa 
maneira, tem-se a vantagem de detectar clones recombinantes através da 
triagem colorimétrica. 

Muitos vetores são concebidos para serem compatíveis com o método 
de clonagem de TA, que permite a clonagem direta a partir de produtos da 
PCR. Essa técnica elimina a necessidade de incorporação de sítios de enzi- 
mas de restrição nos iniciadores, facilitando a clonagem do produto de PCR. 
A atividade de transferase terminal de DNA polimerases termoestáveis, tais 
como a Tag, adiciona uma única desoxiadenosina (A) à extremidade 3º dos 
produtos da PCR. Como resultado, qualquer produto amplificado pela PCR 
pode ser clonado num vetor com uma única desoxitimidina (T) saliente. 
Os produtos da PCR gerados por essas enzimas podem ser incubados com 
Taq DNA polimerase na presença de dATP, a fim de adicionar saliências 3”. 
Os vetores do tipo pBAD-TOPO, a PCR-TOPO e pTre-TOPO empregam a 
metodologia de clonagem TA. 
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Figura 5.5 Mecanismo de seleção de clones recombinantes pela cor das colônias. Muitos vetores são construídos de tal modo que 
o sítio de policlonagem se localiza no interior da sequência do gene de B-galactosidase (/ac7). Em um hospedeiro adequado, o vetor 
intacto produz a proteína LacZa. que pode ser detectada no meio de cultura sólido utilizando ensaios colorimétricos através da hidrólise 
do seu substrato cromógeno, o 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-galactopiranosídeo (X-Gal), resultando em um composto azul. Quando o DNA 
exógeno interrompe a sequência de leitura da proteína LacZa,, aparecem colônias brancas em vez de azulados. Desta maneira, tem-se a 
vantagem de detectar clones recombinantes através da triagem colorimétrica. 


Os vetores de expressão também podem apresentar sequências gerando 
proteínas de fusão que facilitam a localização celular, a purificação e/ou o 
dobramento da proteína recombinante. A localização de uma proteína na 
célula hospedeira pode afetar a sua produção e sua estrutura terciária. Proteí- 
nas recombinantes podem ser direcionadas para um dos três compartimentos: 
citoplasma, periplasma ou meio extracelular (secretada). O citoplasma, onde 
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a maioria das proteínas são expressas, é um ambiente redutor. As proteínas 
que são expressas no citoplasma quando solúveis podem ser extraídas direta- 
mente a partir do sobrenadante de células lisadas. Alternativamente, algumas 
proteínas, como aquelas que possuem domínios hidrofóbicos ou associadas 
a membrana, podem formar corpos de inclusão. As proteínas podem ser diri- 
gidas para o periplasma, a fim de isolar as proteínas ativas contendo ligações 
de dissulfeto e para evitar a degradação ou insolubilidade citoplasmática. 
Isso porque o periplasma é um ambiente oxidante, que contém enzimas que 
catalisam a formação de pontes dissulfeto. Uma sequência de sinal, fundida 
com um gene-alvo, é usado para dirigir proteínas heterólogas para o peri- 
plasma. As proteínas podem também ser secretadas em pequenas quantida- 
des, utilizando vias endógenas de secreção de proteínas presentes em E. coli. 
O gene de hemolisina é usado para criar híbridos para a secreção. Outras 
proteínas (OmpA e PelB) contêm sequências líder secretoras que podem ser 
utilizadas para direcionar proteínas heterólogas para secreção. As sequên- 
cias-sinais comumente empregadas são exemplificadas na Tabela 5.2. 


Tabela 5.2 Principais peptídeossinais empregados para exportação de proteínas recombinantes produzidas em Escherichia coli 


LOCALIZAÇÃO 


NOME TAMANHO SEQUÊNCIA DO SINAL COMENTÁRIOS 
Epítopo OmpA 21 aa MKKTAIAIAVALAGFATVAGA Periplasma 
PelB Ompl 21 aa MKRCLWFTVFSLFLVLLKALG Periplasma Facilita dobramento. 


MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAA 


Peptideo ZZ QQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLKDDPSQSANL Meio de cultura adicionada a dois domínios 
LAFAKKLNDAQAPKVDANSSSVPGDPLESTCRHAS sintéticos denominados Z. 
LALAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRN Facilita a purificação. 

SEEARTDRPSQQLRSLNGEWRFRCNGWR 
MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIK 
VTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGG 
YAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIA 
pico de YPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKG 
ligação à KSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAKYENGKYDIK Aumenta a solubilidade 
md a 387 aa DVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAE Periplasma de proteinas pequenas ou 
(MPB) AAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPT peptídeos. Facilita a purificação. 


QHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAF 
IQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVDNKFNKE 


FKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLT 
DEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATME 
NAQKGEIMPNIPQMSAFW YAVRTAVINAASGRQT 


Composto pela sequéncia- 
sinal da proteina A 


VDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGR. 
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Uma cauda de fusão amplamente utilizada envolve a fusão de seis a dez 
resíduos de histidina na proteína-alvo, tanto na região N-terminal ou C-ter- 
minal. A cauda de histidina pode ser subsequentemente utilizada para a 
purificação, pois as histidinas vão ligar-se aos íons níquel imobilizados sobre 
uma coluna cromatográfica. A interação entre as cadeias laterais de ami- 
noácidos e os íons metálicos é reversível, assim, proteínas fusionadas com a 
cauda de histidina podem ser separadas de outras proteínas que não contêm 
a cauda. Além disso, a purificação pode ser realizada em condições nati- 
vas e desnaturantes. Muitos vetores incluem o marcador de histidina como 
uma das suas características. Outros sistemas codificam um peptídeo curto, 
que é biotinilado in vivo e permite a purificação da proteína-alvo numa 
coluna de estreptavidina. Muitos sistemas de purificação de proteínas são 
baseados na utilização de anticorpos através de imunoprecipitação. Caudas 
maiores, tais como GST e MBP, empregadas para melhorar a solubilidade 
de proteínas hidrofóbicas, também podem ser utilizadas na purificação por 
imunoprecipitação. 

Em muitos casos, a presença de uma proteína de fusão não interfere na 
utilização subsequente da proteína, contudo, uma proteína no seu estado 
nativo sem uma proteína de fusão é necessária para certas aplicações, tais 
como cristalografia. Essas regiões podem ser removidas através da inclusão 
de um sítio de clivagem de protease específica entre a cauda e o gene clo- 
nado. O local é reconhecido por uma protease altamente específica, como 
o fator Xa, trombina e enteroquinase. Essas proteases são produtos comer- 
cialmente disponíveis que possuem sítios de clivagem bem definidos. Quase 
todos os vetores disponíveis que apresentam proteínas de fusão incluem 
sítios de clivagem. 


5.2.2 Fatores que influenciam a expressão 
das proteinas recombinantes em E. coli 


A taxa final de síntese proteica irá normalmente depender de vários fato- 
res: número de cópias do gene, força do promotor, estabilidade do mRNA e 
a eficiência da iniciação da tradução. 

Os plasmídeos multicópias são geralmente escolhidos para expressão de 
genes recombinantes em E. coli. A maioria dos vetores empregados em E. 
coli têm a origem de replicação ColEl que permite um elevado número de 
cópias (de quinze a sessenta) na célula. Um alto número de cópias é dese- 
jado para a expressão gênica máxima, entretanto, os efeitos da alta carga 
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metabólica que geralmente resultam de plasmídeos multicópias podem ser 
prejudiciais, principalmente se a proteína recombinante expressa for tóxica 
para a célula. Nessas situações, vetores com menor número de cópias são 
recomendados. Os vetores pET, derivados do vetor pBR322, apresentam 
médio número de cópias (de quinze a vinte por célula). Os vetores do tipo 
pSCIOI são semelhantes aos vetores pET, mas seu baixo número de cópias 
(de cinco a dez por célula) permite a expressão de muitas proteínas tóxi- 
cas para as células, situação não tolerada mesmo no sistema pET. O vetor 
pAE, construído por pesquisadores brasileiros, é baseado no sistema T7, mas 
apresenta a origem de replicação do pUC19, um plasmídeo de alto número 
de cópias. Essa estratégia facilita a utilização do vetor durante os passos de 
clonagem e sequenciamento por fornecer maior quantidade de DNA para 
manipulação. Além disso, um maior número de cópias do vetor favorece 
uma maior quantidade de expressão da proteína recombinante. 

Já o promotor ideal para expressão de proteínas recombinantes em E. 
coli deve promover uma transcrição eficiente para permitir altos níveis de 
expressão, ou seja, induzir a produção de proteínas recombinantes a níveis 
de 10% a 30% ou mais das proteínas totais celulares. Ao mesmo tempo, ele 
deve ser fortemente regulado, a fim de minimizar a sobrecarga metabólica 
e os efeitos tóxicos. Assim, um promotor desejável deve possuir um nível 
mínimo de atividade de transcrição basal. Quando a expressão é reprimida 
incompletamente, pode ocorrer a instabilidade do plasmídeo, e a taxa de 
crescimento de células pode diminuir, o que resulta na diminuição da produ- 
ção de proteína-alvo. À expressão da proteína recombinante precisa também 
ser induzida por maneira simples e econômica; os tipos de indução mais 
amplamente usados em larga escala são a térmica ou química. Os promoto- 
res comumente utilizados estão listados na Tabela 5.3. 

O promotor do óperon lac de E. coli foi primeiramente utilizado por 
Jacques Monod na sua investigação sobre a síntese induzível de enzimas 
(Figura 5.6). Na presença de lactose ou do indutor IPTG, o repressor lac 
(Lacl) muda de conformação e não pode ligar-se ao operador lac. À remoção 
de Lacl do operador permite que a RNA polimerase se ligue ao promotor 
lac e inicie a transcrição. A expressão do promotor Jac também é controlada 
pela ausência de glicose, através da proteína ativadora de genes catabólicos 
(PAC). Essa proteína liga-se ao AMPc, aumentado a afinidade do promotor 
pela RNA polimerase. A ausência de glicose estimula a produção de AMPc, 
promovendo a ligação da PAC ao promotor lac e induz a expressão dos 
genes lac quando o metabolismo da lactose é necessário. 
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Tabela 5.3 Promotores comumente usados para expressão de proteínas heterólogas em E. coli 








PROMOTOR REGULADOR INDUTOR 
lac lacl IPTG" 
fp IAA” Triptofano 
tac lacl IPTG 
trc lacl IPTG 
ApL Aclts 857 térmica 
17 lacl IPTG 
T7 /lac operador lacl IPTG 
phoA E if Deficiência de fosfato 
araBAD araC L-arabinose 
cad cadR pH 
recA lexA Acido nalidixico 
cspA térmica 


 |sopropil-f-D-tiogalactopiranosideo. 


* Ácido indol actilico. 


-35 -10 mRNA’ * 
5 AAT gTcTtacctcactcattacccaceccacce | T TAC Acratectrececctcs TAT GT TctetacastteTcacceGataacaartte. pu BF 
ease Promotor Operador 


Figura 5.6 Operon lac de E. coli. O óperon lac consiste de três genes: lacZ, lacY e lacA. À montante destes genes estão as sequências 
do promotor, do operador e do gene lacl, este último que codifica o repressor Lacl. O operador constitui o sítio de ligação para o 
repressor Lacl, que é transcrito independentemente dos outros genes lac. À figura mostra a sequência da região regulatória, desde o 
sítio de ligação da proteina ativadora de genes catabólicos (CAP) até o final da região operadora. As regiões -10 e -35 do promotor são 


mostradas em negrito. 
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Modificações no óperon lac foram realizadas para otimizar a expressão 
das proteínas recombinantes em E. coli. Por exemplo, o promotor lacUVS, 
um derivado do promotor lac, apresenta uma mutação que o torna insen- 
sível à repressão de níveis elevados de glicose e permite, assim, a utilização 
de meios ricos para o crescimento da cepa de expressão. Lutz e Bujard!* 
aprimoraram o promotor lac (lacO) para que este seja fortemente repri- 
mido. Sequências do operador lac foram inseridas dentro do promotor em 
diversas posições, reprimindo fortemente a produção de mRNA na presença 
do repressor (Lacl), mas permitindo altos níveis de expressão na presença 
de IPTG. 

Os promotores híbridos tac ou tcr induzíveis por IPTG são potentes e 
amplamente usados em pesquisa básica. Apesar de ambos os promotores 
serem muito ativos, eles apresentam repressão incompleta no estado não 
induzido. Podem ser utilizados ao menos que a proteína expressa não for 
tóxica para a célula. O promotor tac foi criado combinando o operador 
lacUVS com o promotor trp, o qual é três vezes mais forte que o promo- 
tor lac. Esse promotor híbrido possui expressão de alto nível, utilizando o 
mesmo sistema de indução e repressão do promotor lac. O promotor tac 
contém apenas 16 pb entre a sequência consenso -35 e -10. Para criar o pro- 
motor trc, mais um par de bases foi inserido nesta região. Como esperado, 
este provou ser um promotor muito eficaz in vitro. No entanto, quando tes- 
tado com dois genes repórteres diferentes, o promotor tcr mostrou-se menos 
eficiente em E. coli do que o promotor tac. As sequências dos principais 
promotores derivados do promotor lac estão descritas na Tabela 5.4. Para 
exemplos de vetores empregando esses promotores disponíveis comercial- 
mente, ver Tabela 5.5. 


Tabela 5.4 Promotor lac e seus derivados comumente usados para expressão de proteínas heterólogas em E. coli. As regiões -35 e -10 
estão em negrito, e as bases mutadas em relação ao promotor selvagem estão em itálico 











PROMOTOR SEQUÊNCIA CONSIDERAÇÕES 
lac 5’ TITACACTITATGCITCCGGCTCGTATGTT 3’ Promotor selvagem. 
lacUV5 5’ TITACACTTTATGCITCCGGCTCGTAAATT 3’ Insensível à regulação por AMPc. 
tac 5’ TIGACAATTAAT CAT - -CGGCTCGTAAATT 3° Híbrido do promotores trp* e lacU VS. 
tre 5” TIGACAATTAAT CAT - CCGGCTCGTAAATT 3° Híbrido do promotores trp e lacUV5. 


* Promotor do óperon triptofano em E. coli. 


Tabela 5.5 Vetores de expressão comumente usados para expressão de proteínas heterólogas em E. coli 


VETOR 


pGEX 
Series pBAD 
pBAD glll A, B, C 


pBAD Thio TOPO” 


pThioHis A, B, C 


Gateway pDEST 
pRSET A, B, C 
Séries pTYB 


Séries pMAL™ 


Séries pET 


Séries pQE 
pAE 


MARCADOR DE 
RESISTENCIA 


ampR 
ampR 
ampR 
ampR 


ampR 


ampR 
ampR 
ampR 


ampR 


ampR ou kanR 


ampR 
ampR 


PROMOTOR 


tac 
araBAD 
araBAD 
araBAD 


trc 


T7 
T7 
T7 lac0 


tac 


T7 ou T7 lac 


T5 lac0 
7 


CAUDA DE FUSAO 
ee (LOCALIZAÇÃO) 
pBR322 GST (N) 
pBR322 His (0° 
pBR322 His (0° 
puc His (C), tioredoxina (N)" 
ColE] Histioredoxina (N) 

pBR322 GST (N, ©), His (N)° 
ColE] His (N)° 


ColE1 Domínio de ligação a inteína e quitina (N, C) 
pBR322 Proteína ligadora de maltose (N) 


His (N, C, 1), T7 (N, 1), S (N, 1), Trx 
pBR322 (N), CBD (N, C), KSI (N), HSV (C), 
PKA (N), Dsb (N), GST (N), Nus (N 


ColE] His (N, O) 
ColE] His (N) 


N é extremidade amino terminal da proteína e C é extremidade carboxi terminal. 


* Epítopo para detecção por anticorpo. 


“ Sistema de clonagem TA. 


ENZIMA DE 
CLIVAGEM 


Trombina 
Enteroquinase 


N/D 


Enteroquinase 


N/D 
Enteroquinase 
Tióis 


Fator Xa, enteroquinase 


Trombina, fator Xa, 
enteroquinase 


Fator Xa 


OBSERVAÇÕES 


Expressão periplasmática 


Expressão citoplasmática e para 
0 lado interno da membrana 


Expressão periplastica 
e citoplasmática 


Expressão periplástica 
e citoplasmática 


FABRICANTE 


Amersham Biosciences 
Invitrogen 
Invitrogen 


Invitrogen 
Invitrogen 


Invitrogen 
Invitrogen 


New England BioLabs 


New England BioLabs 


Novagen 


Qiagen 


Ramos et al. 


dy 9 SOIISDG SOJUBWDPUN, :sbUa}IDg We SaJUDUIGUIOIAY SDUIEJO14 ap opssaidxy 


$0300! 


€6l 
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O promotor araBAD (Figura 5.3) faz parte de um sistema de expres- 
são do óperon arabinose e é regulado de uma maneira mais complexa do 
que o promotor lac. O óperon arabinose contém três genes (araB, araA 
e araD) que codificam enzimas que catalisam a conversão de arabinose a 
xilose-5-fosfato, um intermediário que pode ser utilizado para a produção 
de energia. Esses três genes são transcritos a partir do promotor araBAD. O 
gene araC codifica um repressor de transcrição que é transcrito a partir de 
um segundo promotor. O processo de ativação do promotor já foi descrito 
anteriormente. Os vetores da série pBAD contêm o promotor de arabinose 

O promotor T7, já descrito anteriomente, emprega como RNA polime- 
rase derivada do bacteriófago T7 e é cada vez mais utilizado para expressar 
uma grande variedade de proteínas em hospedeiros bacterianos. O sistema 
de promotor T7 bacteriófago, originalmente desenvolvido por Studier e 
colaboradores, está disponível como sistema pET (Novagen). 

Entretanto, o uso do IPTG em larga escala para a produção de proteínas 
humanas terapêuticas não é desejável devido ao seu alto custo. Promotores 
responsivos ao frio, embora menos extensivamente estudados que muitos 
outros promotores, têm demostrando expressão gênica eficiente em tempe- 
raturas reduzidas. A atividade do promotor pL de fago 1 é maior a 20 °C 
e declina com o aumento da temperatura. O promotor do gene de choque 
a frio cspA tem também demonstrado ser ativo em temperaturas reduzidas. 
Ele é reprimido a temperaturas acima de 37 °C e ativo a 10 °C. A lógica por 
detrás da utilização de promotores que respondem ao frio baseia-se na ideia 
de que a taxa de dobramento das proteínas são apenas ligeiramente afetadas 
nas temperaturas cerca de 15 °C e 20 °C, enquanto as taxas de transcrição e 
tradução estão substancialmente reduzidas. Esse fenômeno proveria tempo 
suficiente para o dobramento das proteínas, rendendo proteínas ativas e evi- 
tando a formação de proteínas inativas agregadas, sem reduzir o rendimento 
final da proteína alvo. Uma desvantagem deste sistema é que ele se torna 
reprimido de uma a duas horas após a redução da temperatura, de modo que 
a acumulação de altos níveis de proteínas não é possível. 

O promotor trp regula a transcrição do óperon do triptofano, que codi- 
fica os genes necessários para a síntese do triptofano. A expressão do óperon 
é inibida pelo repressor trp e induzido pela ausência de triptofano e pelo 
ácido indol acrílico. No estado não induzido, uma única cópia do gene do 
repressor é suficiente para reprimir múltiplas cópias do óperon. Uma das 
vantagens desse promotor é a sua força, mas isso é ao mesmo tempo uma 
desvantagem, porque, sem um terminador de transcrição apropriadamente 
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colocado, que pode resultar num elevado nível de leitura. Um resumo dos 
promotores, seus indutores e reguladores está listado na Tabela 5.3. 

A cepa de E. coli descrita por Bhandari e Gowrishankar” promove a sín- 
tese da RNA polimerase T7 sob o controle do promotor proU de E. coli 
indutível osmoticamente. Os genes-alvos têm sua síntese induzida com a adi- 
ção de NaCl. Segundo os autores, há uma redução significativa na formação 
de corpos de inclusão. 

Os níveis de regulação da tradução é outra circunstância que influencia a 
expressão das proteínas. A maioria dos genes de E. coli contém o códon de 
iniciação AUG. GUG é usado por cerca de 8% dos genes, e UUG é raramente 
usado como códon de iniciação. O códon AUG é preferido duas a três vezes 
como códon de iniciação em relação à UUG e GUG, sendo que este último 
é apenas ligeiramente mais usado do que UUG. O sítio Shine Dalgarno pre- 
sente no RBS pareia com uma região do rRNA 16S para iniciar a tradução 
do gene. Logo, quanto mais parecida for a sequência de ligação do RBS com 
a sequência de consenso (isto é, UAAGGAGG), mais forte é a associação, o 
que conduz a uma eficiente iniciação da tradução. Além disso, o RBS deve 
estar localizado a uma distância correta do codón de iniciação. O espaço 
entre o sítio SD e o códon de iniciação pode variar de cinco a treze nucleo- 
tídeos, e a formação de estruturas secundárias nessa região de iniciação do 
mRNA pode comprometer a eficiência da expressão gênica. Para minimizar 
a formação dessas estruturas, o incremento de bases A e T próximos ao 
sítio RBS ou a mutação de nucleotídeos a montante ou a jusante da região 
SD suprime a formação de estruturas secundárias no mRNA e aumenta a 
eficiência da tradução. 

O processo de degradação do mRNA provê um ponto maior de controle 
da expressão gênica virtualmente em todos os organismos. Vários tipos de 
RNAses em E. coli são responsáveis pela degradação do RNAm, incluindo 
endonucleases (RNase E, RNase K e RNase III) e exonucleases (RNase II e 
polinucleotídeo fosforilase - PNPase). Por outro lado, duas classes de ele- 
mentos protetores são conhecidos por estabilizar o mRNA em E. coli. Uma 
classe consiste de sequências na região não traduzida (untranslated region 
- UTR) 59 do mRNA, e outra classe inclui estruturas na forma de grampo 
de cabelo na UTR 39 e nas regiões intercistrônicas. Alguns desses elemen- 
tos agem como estabilizadores quando fusionados com mRNA heterólogos, 
mas somente sob condições restritas. Outra classe de elemento protetor de 
mRNA consiste da sequência de UTR 39, que forma estruturas na forma de 
grampo de cabelo, bloqueando a degradação exonucleotídica. 
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À presença de um sinal de terminação no mRNA é um componente indis- 
pensável no processo de terminação da transcrição. Além dos três códons 
de terminação (UAA, UGA e UAG), esse evento complexo envolve intera- 
ções específicas entre o ribossomo, mRNA e outros vários fatores no sítio 
de terminação. O desenho de vetores de expressão frequentemente inclui 
a inserção de todos os principais três códons de terminação para impedir 
uma possível ignorância do ribossomo. Em E. coli, há uma preferência para 
o códon UAA. A identidade do nucleotídeo imediatamente após o códon 
de terminação influencia fortemente a eficácia da terminação da tradução, 
sendo que a sequência UAAU é o terminador mais eficiente da tradução. 


5.2.3 Alternativas para otimizar a expressão 
de proteinas recombinantes em E. coli 


Se as proteínas heterólogas não requerem complexas modificações pós- 
traducionais e são expressas numa forma solúvel, a E. coli normalmente 
é a bactéria de escolha para obter-se material suficiente para estudos bio- 
químicos e/ou estruturais, e para a subsequente produção em larga escala 
de produtos de genes importantes. Entretanto, não é raro que as proteínas 
recombinantes superexpressas não consigam atingir uma conformação cor- 
reta, sofram degradação proteolítica ou se associem umas com as outras 
para formar agregados insolúveis de proteínas não nativas, conhecidas como 
corpos de inclusão. 

O dobramento das proteínas é dificultado, pois a transcrição e tradução 
são fortemente acoplados, e a velocidade de síntese das proteínas é muito 
rápida. Proteínas pequenas (< 100 resíduos) apresentam sua cinética de 
dobramento rápida e eficiente, mas proteínas recombinantes grandes muitas 
vezes exigem a assistência de moduladores de dobramento. Moduladores 
de dobramento incluem chaperonas moleculares, que favorecem as rotas 
de dobramento agindo através de superfícies que protegem a proteína alvo 
de outras proteínas ou do solvente, ou como catalisadores que aceleram os 
passos limitantes do dobramento, tais como a isomerização de ligações pep- 
tídicas anormais e a formação e remodelação de pontes dissulfeto. 

Para uma proteína heteróloga, a incapacidade de chegar rapidamente a 
uma conformação nativa ou de interagir com moduladores dobráveis em 
tempo hábil tem duas consequências possíveis: deposição parcial ou com- 
pleta em corpos de inclusão ou degradação. Além disso, a probabilidade 
de dobramento incorreto é aumentada pelo uso de promotores fortes e de 
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elevadas concentrações de indutores, que podem levar a rendimentos de pro- 
duto que excedem 50% da proteína celular total. Sob tais condições, a taxa 
de agregação das proteínas é frequentemente muito maior do que a demanda 
de moduladores de dobramento. Um segundo fator que contribui para a for- 
mação de corpos de inclusão é a incapacidade da bactéria de suportar todas 
as modificações pós-traducionais requeridas pelas proteínas recombinantes. 
Por exemplo, a formação de pontes dissulfeto intra ou intermoleculares não 
é possível no citoplasma redutor do tipo selvagem de E. coli, o que resulta 
na agregação de certas proteínas ricas nesse tipo de ligação (por exemplo, 
fragmentos de anticorpo Fab). 

Por outro lado, como os corpos de inclusão são resistentes à proteólise, 
contêm grandes quantidades de material relativamente puro e simplificam a 
purificação proteica, sua formação é utilizada muitas vezes para a produção 
de proteínas que são tóxicas, instáveis ou fáceis para redobrar. Encontrar as 
condições ideais para redobramento requer otimização considerável, mas os 
rendimentos aceitáveis geralmente podem ser conseguidos usando estraté- 
gias estabelecidas. 

Certas cepas hospedeiras possuem características que podem aumentar a 
probabilidade de expressar uma proteína solúvel, evitar degradação ou ape- 
nas possibilitar a obtenção de maiores níveis de expressão. Primeiramente, 
todas as cepas B (Novagen) possuem deleção espontânea no gene ompT o 
qual codifica uma protease de membrana externa, a OmpT. A ausência dessa 
protease favorece a produção de proteínas recombinantes, pois a OmpT 
pode degradar proteínas durante a purificação. À cepa BL21 (DE3) é uma 
cepa amplamente utilizada para a produção de proteínas recombinantes. 
Sua variante, a BL21 Star!'M (DE3) (Invitrogen), maximiza a produção da 
proteína por aumentar a estabilidade do RNAm. 

Cepas Tuner são mutantes lacZY de cepas BL21, as quais permitem o 
ajuste dos níveis de expressão de todas as células em uma cultura. A muta- 
ção da lac permease (lacZY) permite a entrada uniforme de IPTG em todas 
as células da população bacteriana. Nessas cepas, a expressão pode ser regu- 
lada desde os níveis mais baixos de expressão até os mais robustos. Os níveis 
baixos de expressão podem aumentar a solubilidade e atividade de proteínas 
de difícil expressão. 

Para a expressão de proteínas altamente tóxicas em sistemas que utili- 
zam o promotor T7, um controle mais rígido pode ser obtido em hospedei- 
ros que expressam lisozima de T7, um inibidor natural da RNA polimerase 
T7. A enzima degrada os níveis basais de RNA polimerase T7, produzidos 
na ausência do indutor IPTG. Os plasmídeos pLysS ou pLysE expressam a 
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lisozima em níveis baixo e alto, respectivamente, permitindo níveis variá- 
veis de controle de expressão. Uma variante do sistema de expressão T7 é 
a BL21-Al (Invitrogen) que atinge uma regulação máxima para a síntese de 
RNA polimerase T7. O gene da RNA polimerase T7 está sobre o controle 
do promotor araBAD, que confere regulação mais estrita que o promotor 
lacUVS, e o seu indutor, a arabinose, é mais barata que o IPTG. Cepas pLacl 
(Novagen) carreiam um plasmídeo que expressa o repressor Lacl, que tam- 
bém impede a expressão basal da polimerase T7. 

O único caso de formação de agregados insolúveis que pode ser anteci- 
pado é quando uma proteína possui pontes de dissulfeto e é produzida no 
citosol bacteriano, um compartimento celular extremamente redutor; pontes 
dissulfeto são geralmente formadas apenas na exportação para o espaço 
periplasmático. Essa característica citosólica deve-se à existência de dois sis- 
temas redutores bacterianos, o tireodoxina e o glutaredoxina. Mutantes que 
não possuem o gene que codifica para a tireodoxina redutase, trxB, e o gene 
que codifica para a glutationa redutase, gor, permitem a formação de pontes 
de dissulfeto em proteínas recombinantes no citoplasma. As células hospe- 
deiras E. coli BL21trxB™ (DE3) e Origami™ (DE3) (Novagen), mutantes 
trxB e trxB/gor apresentam o citoplasma menos redutor e são empregadas 
com sucesso para esse fim. 

A presença de genes heterólogos podem dificultar a expressão de pro- 
teínas recombinantes em E. coli se estes genes possuírem códons que são 
raramente usados pelo hospedeiro. Em particular, códons codificantes para 
a arginina (AGA, AGG e CGA), isoleucina (AUA), leucina (CUA) e glicina 
(GGA) estão presentes em baixa frequência (6%) no genoma de E. coli. 
Assim, a população disponível de tRNA desses códons é muito baixa, o que 
pode causar a terminação prematura da tradução ou incorporação incorreta 
de aminoácidos, resultando na expressão de proteínas não adequadamente 
dobradas. Às cepas E. coli do tipo Rosetta (Novagen) são empregadas para 
contornar este obstáculo, pois possuem inseridos os genes selvagens para os 
seis tRNA raros (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA) num plasmídeo de 
múltiplas cópias. 

As chaperonas citoplasmaticas DnaK, DnaJ e GroEL-GroES auxiliam no 
dobramento adequado de proteínas em E. coli. A cossuperexpressão de cha- 
peronas moleculares citoplasmáticas com proteínas recombinantes melhora 
o dobramento desses produtos e está disponível em vetores de clonagem das 
instituições que as desenvolveram. 

Outras estratégias são empregadas para contornar problemas relaciona- 
dos à expressão de proteínas recombinantes, como a redução na temperatura 
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de cultivo ou o uso de meios de cultura mínimos, os quais poderiam dimi- 
nuir os níveis de metabolismo da cultura. Assim, a produção limitada da 
proteína recombinante facilita seu adequado dobramento in vivo. 


5.3 SISTEMAS ALTERNATIVOS DE PRODUÇÃO 
DE PROTEINAS EM PROCARIOTOS 


Nos últimos anos, significativos progressos têm permitido o desen- 
volvimento de sistemas alternativos de produção de proteínas em proca- 
riotos, dentre os quais destacam-se: Lactococcus lactis, várias espécies 
de Pseudomonas, Bacillus subtilis, Corynebacterium, Brevibacterium e 
Streptomyces. Estes sistemas alternativos serão discutidos com maiores deta- 
lhes a seguir. 


5.3.1 Lactococcus lactis 


As bactérias ácido-láticas (BAL) são bastante utilizadas na indústria ali- 
mentícia para a produção e conservação de produtos fermentados. Essas 
bactérias incluem um grande número de cocos ou bacilos gram-positivos 
pertencentes a um grupo filogeneticamente heterogêneo. Seu uso tradicional 
na indústria alimentícia confirma a ausência de patogenicidade, sendo con- 
siderados organismos geralmente seguros. 

Desde a década de 1980, muitos esforços foram feitos para melhor enten- 
der as bases moleculares das BAL, buscando dessa forma um melhor con- 
trole dos processos industriais envolvendo este grupo de micro-organismos. 
Esses conhecimentos levaram os pesquisadores a investigar o potencial 
dessas bactérias em novas aplicações, tais como a produção de proteínas 
heterólogas recombinantes em biorreatores, em produtos alimentícios fer- 
mentados ou diretamente no trato digestivo de humanos e animais. Além 
desses potenciais, uma nova aplicação para as BAL, e provavelmente a mais 
promissora, é a sua utilização como vetores vivos de entrega de proteínas 
antigênicas e terapêuticas fornecidas nas superfícies mucosas. Esses veto- 
res são capazes de elucidar tanto uma resposta imune sistêmica quanto de 
mucosa. Lactobacillus sp e Lactococcus sp foram usados como vetores em 
vários projetos de pesquisas. 

Lactococcus lactis é um modelo ideal de BAL, pois muitas ferramentas 
genéticas foram desenvolvidas e o seu genoma completo foi recentemente 
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sequenciado. L. lactis pode ser considerado um bom candidato para a pro- 
dução e secreção de proteínas heterólogas por duas razões: (1) sabe-se que 
ele secreta relativamente poucas proteínas, e somente uma, a Usp45, é secre- 
tada em quantidades detectáveis pelo corante Coomassie blue; (2) proteínas 
secretadas sofrem na maioria das vezes uma degradação extracelular, mesmo 
em cepas multideficientes de proteases, e as cepas laboratoriais de L. lactis 
não produzem nenhuma protease extracelular. 

Altos níveis de produção de proteínas heterólogas em L. lactis foram 
obtidas usando promotores constitutíveis ou induzíveis. Vários promotores 
que diferem na sua capacidade de induzir uma forte expressão da proteína 
foram analisados e classificados como constitutivos. Para prevenir possí- 
veis efeitos negativos causados pela alta produção proteica, promotores de 
expressão induzida foram desenvolvidos. Dessa forma, a expressão de genes 
pode ser controlada nesse sistema por um indutor, um repressor ou por fato- 
res ambientais, tais como pH, temperatura ou concentração de íons. 

Os dois sistemas que possibilitam regulação empregados em E. coli, o 
óperon lac e o sistema empregando a polimerase T7, apresentam baixos 
níveis de expressão em L. latis. Além disso, o sistema empregando a polime- 
rase T7 é baseado no uso de um gene heterólogo não autorizado na indús- 
tria alimentícia. Dessa maneira, foi desenvolvido um sistema de expressão 
baseado no uso do promotor nisA de L. lactis. O gene nisA contém uma 
sequência promotora que controla eficientemente o início da transcrição e 
é regulado pelo peptídeo antimicrobiano nisina, um conservante seguro e 
natural empregado na indústria alimentícia. Esse sistema é bastante versá- 
til e tem sido extensivamente usado para produzir proteína recombinante 
em altas concentrações em L. lactis. Ele oferece inúmeras vantagens: fácil 
uso; fortemente controlado, possibilitando indução eficiente da expressão e 
altos rendimentos da proteína; possibilidade de transposição à larga escala. 
Entretanto, para a produção em escala industrial, a adição de nisina ainda 
é bastante onerosa. 

Vários promotores regulados pelas condições ambientais foram isolados. 
Entre eles, o P170, que é um promotor forte, ativado em um pH baixo e 
no momento em que as células entram numa fase de crescimento estacio- 
nário, sendo mais ativo em temperaturas baixas. Esse promotor pode ser 
usado para a expressão de proteínas tóxicas, propensas a agregação, e tem 
se demostrado compatível com os processos industriais de produção e fer- 
mentação em L. lactis. 

Embora L. lactis seja uma bactéria de grau alimentício, conside- 
rada segura, esse status pode ser comprometido por todos os sistemas de 
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expressão mencionados acima, os quais são baseados em plasmídeos com 
alto número de cópias, em genes de resistência a antibióticos como marca- 
dores de seleção e no uso de DNA exógenos. Sendo assim, sistemas de clona- 
gem de grau alimentício foram desenvolvidos para produzir eficientemente 
proteínas diretamente em alimentos ou em fermentações de larga escala, sem 
genes de resistência a antibióticos e DNA exógeno. Dois sistemas baseados 
em cepas derivadas de L. lactis auxotróficas à treonina e pirimidina permi- 
tem a clonagem e a eficiente expressão de proteínas homólogas e heterólogas 
em várias cepas industriais. 

Um grande número de sistemas de expressão com diferentes sistemas de 
regulação está atualmente disponível para L. lactis. Eles constituem ferra- 
mentas poderosas para controlar a expressão de proteínas heterólogas em 
termos de quantidades, tempo e condições de expressão. Ademais, quanto 
mais informações a respeito desse grupo de bactérias forem geradas, mais 
novas possibilidades para seu uso serão contempladas. Essas ferramentas 
podem, por exemplo, conduzir à construção de novas vacinas vivas de qua- 
lidade alimentar com base nas BAL. Tais usos para fins de vacinação são 
promissores para futuro uso terapêutico dessas bactérias. No momento, L. 
lactis ainda é o modelo de BAL mais fácil de manipular. Os lactobacilos são 
cada vez mais estudados, devido às suas propriedades adjuvantes. Linhagens 
recombinantes e novos vetores continuam a ser construídos e caracterizados, 
incentivando o desenvolvimento e a melhoria dos sistemas que utilizam BAL 
como ferramentas para a produção de proteínas recombinantes. 


5.3.2 Pseudomonas 


P. fluorescens é um microrganismo de biossegurança nível 1 empregado 
para a produção de proteínas recombinantes com aplicações terapêuticas, 
utilizada na agricultura há mais de quinze anos. Várias proteínas produzidas 
em P. fluorescens entraram em testes clínicos nos Estados Unidos e em outros 
países. A sequência do genoma de várias cepas de P. fluorescens estão atual- 
mente disponíveis, incluindo Pf0-1 (GenBank Accession N. CP000094.2), 
Pf-5 (GenBank Accession N. CP000076.1), and SBW25 (GenBank Accession 
N. NC 012660.1). Essas cepas apresentam um alto conteúdo de G+C (60%) 
no seu genoma. Com a sequência do genoma disponível, técnicas como per- 
fil transcricional e proteômica podem ser usadas para estudar os efeitos da 
expressão de proteínas recombinantes neste micro-organismo. Além disso, 
esses dados possibilitam uma identificação mais rápida de novos sinais de 
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secreção e sinais regulatórios, como sequências promotoras, bem como genes 
metabólicos essenciais que possam ser usados como marcadores de seleção. 

De maneira similar à E. coli, vários plasmídeos de replicação autônoma 
têm sido identificados em espécies de Pseudomonas. Na disponibilidade de 
diversos plasmídeos de clonagem, é possível gerar não somente plasmídeos 
codificando a proteína de interesse, mas também uma coleção de plasmí- 
deos compatíveis que dirigem a expressão de proteínas identificadas através 
de estudos genômicos funcionais, o que pode afetar positivamente o rendi- 
mento ou a qualidade da proteína-alvo. 

Dois plasmídeos foram desenvolvidos para o uso em P. fluorescens: um 
baseado em um vetor de ampla gama de hospedeiros, o RSF1010, e outro 
baseado no pCNS1, que é derivado do plasmídeo pPS10 de Pseudomonas. 
O plasmídeo RSF1010, o qual possui um número médio de cópias (de trinta 
a quarenta por célula), foi desenvolvido primeiramente para clonagem, mas 
posteriormente modificado para ser empregado também para expressão. O 
R$F1010 possui genes marcadores de resistência à tetraciclina, que permitem 
a seleção tanto em P. fluorescens quanto em E. coli. No entanto, a clonagem 
direta em P. fluorescens oferece várias vantagens, incluindo a construção 
rápida através da remoção de um hospedeiro de clonagem intermediário (E. 
coli). P. fluorescens pode ser transformada utilizando-se condições de eletro- 
poração adaptadas às desenvolvidas para outras bactérias gram-negativas, 
tais como E. coli. 

O plasmídeo pCNS1 é um híbrido do plasmídeo de Pseudomonas 
savastanoi pPS10 e do vetor de clonagem pBR325 e, por conseguinte, tam- 
bém é capaz de se replicar em E. coli e P. fluorescens. Os plasmídeos deri- 
vados do pPS10 têm sido utilizados em várias Pseudomonas spp, incluindo 
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida. Outras modificações des- 
ses plasmídeos foram feitas buscando o desenvolvimento de um sistema de 
seleção isento de antibiótico, baseado em marcadores auxotróficos. 

Com base nos vetores RSF1010 and pCNS1, uma coleção de vetores de 
expressão para uso em P. fluorescens foram gerados, incorporando vários 
elementos envolvidos no controle da transcrição e tradução. Por exemplo, 
o promotor Ptac e o terminador de transcrição rrnT1T2 foram clonados do 
plasmídeo de expressão de E. coli pKK223-3 (Pharmacia) em um derivado 
do R$F1010. Dessa maneira, obtiveram-se bons resultados na regulação da 
expressão de proteínas recombinantes em P. fluorescens. Para permitir um 
forte controle do promotor Ptac, o gene lacIQ1 foi inserido no genoma de 
P. fluorescens, e uma segunda sequência do óperon lac (lacO), foi incluída 
como parte do promotor Ptac no vetor. Além disso, dois promotores nativos 
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de P. fluorescens, um induzido por manitol e outro por benzoato, foram 
desenvolvidos para permitir a expressão diferencial de vários peptídeos, 
podendo resultar em alto rendimento e melhor solubilidade da proteína de 
interesse. 

Uma plataforma de expressão que permite o crescimento de P. fluorescens 
em placas de cultivo de 96 cavidades foi desenvolvida especificamente para a 
produção de proteínas recombinantes. Essa plataforma permite a avaliação 
da expressão empregando um grupo de diferentes plasmídeos de expressão 
(dez a vinte plasmídeos) combinados com diferentes cepas de P. fluorescens 
(de quatro a cem). As cepas presentes nessa plataforma possuem deleções de 
proteases e moduladores de superexpressão, bem como as suas combinações. 
Essa variedade de diferentes fenótipos da célula hospedeira e a combinação 
com diferentes estratégias de expressão pode resultar na identificação de 
cepas recombinantes, produzindo altos níveis de proteína solúveis em sua 
forma ativa. 


5.3.3 Bacillus subtilis 


A bactéria Bacillus subtilis é um bacilo gram-positivo do solo, não pato- 
gênico, não colonizador de tecido, naturalmente transformável (a capaci- 
dade de capturar DNA exógeno faz parte do seu ciclo de vida), formador 
de esporos e considerado modelo de estudo de bactérias gram-positivas. É 
conhecido por produzir naturalmente altas concentrações de proteínas em 
meio de cultivo, de 20 g/L a 25 g/L. B. subtilis é considerado um micro-or- 
ganismo genericamente reconhecido como seguro (generally recognized as 
safe — GRS). Essas características lhe conferem vantagens para a expressão 
de proteínas heterólogas. 

B. subtilis é um sistema atrativo para a produção de proteínas heterólo- 
gas por várias razões. Em primeiro lugar, não produz lipopolissacarídeos, 
um subproduto comum de E. coli que pode resultar, ocasionalmente, em 
alguns distúrbios degenerativos em humanos e animais. Em segundo lugar, 
B. subtilis pode ser prontamente transformado com muitos bacteriófagos 
e plasmídeos devido às suas características genéticas. Em terceiro lugar, a 
bactéria pode secretar proteínas diretamente para o meio de cultivo, o que 
facilita o processo de purificação. Finalmente, esse tipo de célula pode cres- 
cer até densidades muito elevadas, em meio relativamente simples e barato, 
e o seu crescimento, bem como suas propriedades fisiológicas, têm sido bas- 
tante estudadas. 
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O grande conhecimento sobre a genética e fisiologia de B. subtilis e a 
existência de vetores capazes de promover a expressão de proteínas possi- 
bilitou sua utilização em diferentes abordagens vacinais. Inicialmente, essa 
bactéria foi utilizada para a produção e purificação de antígenos de interesse 
vacinal, como o antígeno protetor de B. anthracis, a proteína da subunidade 
S4 de Bordetella pertussis, a proteina P1 de Neisseria meningitidis e, mais 
recentemente, as proteinas Omp2 e Hsp60 de Chlamydia pneumoniae. Em 
todos esses casos, os sistemas utilizados basearam-se em plasmideos insta- 
veis como os derivados do pUB110. 

Outra abordagem vacinal utilizada, e que se mostrou mais relevante, uti- 
lizou plasmideos integrativos. Além disso, a bactéria foi empregada como 
veículo vacinal, e não apenas como produtora de antígenos. Os resultados 
obtidos foram fundamentais para viabilizar o uso de esporos de B. subtilis 
como veículos vacinais, seja expressando outros antígenos, como o antígeno 
PA de B. anthracis ou a subunidade B da toxina termolábil de E. coli ente- 
rotoxigênica, seja pela capacidade de “primar” camundongos por via oral, 
demonstrando uma estratégia oral/parenteral capaz de estimular respostas 
de anticorpos locais e sistêmicos. 

Além disso, o desenvolvimento de vacinas de mucosa baseadas em B. 
subtillis tem despertado grande interesse na comunidade científica. Essas 
construções não apresentam riscos de transmissão de doenças, e podem ser 
conservadas e administradas sem a necessidade de treinamento prévio, visto 
que a capacidade de formar esporos possibilita o armazenamento das vaci- 
nas sem a preocupação com o controle de temperatura. 

Em geral, proteínas recentemente sintetizadas podem ser direcionadas e 
translocadas através da membrana por meio de uma variedade de rotas pre- 
sentes no B. subtilis. Até o momento, quatro vias distintas para a exportação 
de proteína a partir do citoplasma são conhecidas (Tabela 5.6). Isto confere 
vantagem para este micro-organismo em relação a outras bactérias gram- 
negativas ou eucariotos, nos quais a secreção de proteínas heterólogas é 
muitas vezes prejudicada pela perda de uma via de secreção específica e pela 
insuficiência de canais condutores de proteínas. Contudo, B. subtilis produz 
muitas proteases (oito secretadas: AprE, Bpr, Epr, Mpr, NprB, NprE, Vpr e 
WprA; sete de superfície: ComC, FtsH, CtpA, HtrA/B, SppA, Sip e Lsp), as 
quais degradam proteínas recombinantes. A adição de inibidores de pro- 
teases ao meio de cultivo, bem como o desenvolvimento de cepas mutantes 
deletadas para várias proteases, tem sido alternativas para superar as limi- 
tações desse sistema de expressão. 
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Tabela 5.6 Rotas do B. subtilis para o direcionamento e translocação de proteínas através da membrana 


ROTA CARACTERÍSTICAS 


Maior rota de secreção de proteínas. 
Dividida em três estágios funcionais: reconhecimento, translocação e folding. 








SecSRP 3 Dc 
Proteínas secretadas por esta via precisam voltar a sua 
conformação nativa após a translocação. 
Tat Capazes de transportar proteínas firmemente dobradas do citosol para o meio. 
(twin arginine translocase) É utilizada para proteínas incompatíveis com a rota SecSRP. 
a Permeases que exportam e importam vários moléculas (íons, aminoácidos 
ATP-binding cassete rey P (ons, E 


peptídeos, antibióticos, polissacarídeos e proteínas) através da membrana 


(ABC) transporters com relativa especificidade a um determinado substrato. 


Atualmente, através de técnicas de genômica e proteômica, cepas de B. 
subtilis vem sendo otimizadas para serem usadas como cepas hospedeiras 
para produção de várias proteínas recombinantes. Com o conhecimento 
gerado sobre os promotores, plasmídeos, maquinaria de secreção e protea- 
ses, acompanhadas de uma grande coleção de cepas mutantes, será possível 
otimizar ainda mais a produção de proteínas recombinantes utilizando o B. 
subtilis como sistema de produção. 


5.3.4 Corynebacterium, Brevibacterium e Streptomyces 


Muitas proteínas recombinantes estão sendo expressas com sucesso em 
hospedeiros gram-positivos para aumentar o rendimento. Corynebacterium 
e Brevibacterium tornaram-se os hospedeiros favoráveis e versáteis para a 
produção de proteínas heterólogas em escala industrial. Já o Streptomyces é 
um hospedeiro ideal para a produção de proteínas recombinantes secretadas. 

Devido à ausência de atividade de hidrólise proteica extracelular, 
Corynebacterium e Brevibacterium têm se tornado hospedeiros versáteis 
para a produção de proteínas heterólogas em escala industrial. Além disso, 
enzimas-chave para desviar o fluxo de carbono a partir de vias metabólicas 
de outros produtos são super-expressas nestas bactérias, com uma excelente 
capacidade de secreção, sendo hospedeiros ideais para a produção de proteí- 
nas secretadas. À taxa de produção, rendimento, qualidade e funcionalidade 
são importantes fatores para serem considerados quando enzimas recombi- 
nantes são produzidas em escala industrial. 
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Vetores de expressão têm uma influência significante na expressão de 
proteínas recombinantes. Diferentes tipos de vetores são usados para a 
expressão de proteínas em Corynebacterium. As maneiras de indução da 
expressão descritas para C. glutamicum incluem: indução por calor, fontes 
de carbono, tetraciclina e autoindução. Além da correta escolha dos vetores, 
modificações no promotor têm sido feitas para aumentar a produção de 
proteínas em C. glutamicum. No entanto, uma eficiente secreção da pro- 
teína é a base para a produção em larga escala de muitos componentes, a 
qual pode ser obtida pela otimização de um peptídeo-sinal. C. glutamicum 
secreta naturalmente duas principais proteínas, PS1 e PS2, sendo que PS2 
é a mais fortemente secretada. Sendo assim, PS2 possui o sinal de secreção 
mais popular para a produção extracitoplasmática, embora possua algu- 
mas desvantagens, como por exemplo, o rendimento, que varia grandemente 
dependendo da proteína-alvo. 

Brevibacterium flavum, uma subespécie de C. glutamicum, está entre as 
corynebactérias mais utilizadas na indústria fermentativa. Quase todos os 
vetores desenvolvidos para Brevibacterium foram construídos pela fusão de 
plasmídeos endógenos com vetores de E. coli, e muitos vetores permitem a 
expressão tanto em E. coli quanto em B. flavum. Assim como os vetores, 
a maioria dos promotores de B. flavum são derivados de promotores de E. 
coli, como lacUVS, trp, tac, APRPL, e araBAD. Entretanto, a atividade des- 
ses promotores é baixa em Brevibacterium. 

Streptomyces produz muitos produtos úteis, dentre os quais muitos 
antibióticos e um grande número de enzimas secretadas. Comparado com 
outras bactérias, uma vantagem do Streptomyces é o alto conteúdo G + C 
do seu promotor. Com o desenvolvimento dos sistemas de expressão em 
Streptomyces, muitos promotores induzíveis e constitutivos foram descritos. 
Entre os promotores constitutivos, o promotor ermE é um promotor forte 
e está entre os mais usados para a expressão de proteínas neste microrga- 
nismo. Embora promotores constitutivos tenham sido usados com sucesso 
na expressão de proteínas, eles são inadequados para proteínas tóxicas e 
para o controle de expressão dos genes heterólogos. Entre os promoto- 
res induzíveis, O tipA é o mais usado. Muitas cepas de Streptomyces estão 
sendo desenvolvidas, e a mais utilizada para a expressão de proteínas é 
a S. lividans, devido a sua baixa atividade proteolítica endógena. Várias 
cepas modificadas de S. lividans foram desenvolvidas para expressar pro- 
teinas heterólogas; no entanto, poucas estratégias foram descritas para a 
fermentação de Streptomyces na produção de proteínas recombinantes. O 
crescimento lento da Streptomyces limita a sua fermentação em larga escala, 
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consumindo mais energia e material do que outras cepas bacterianas indus- 
triais. Para solucionar esse problema, um novo sistema de expressão utili- 
zando uma espécie termofílica de Streptomyces foi desenvolvido, e embora 
este sistema ainda necessite ser aprimorado, tem sido considerado bastante 
eficiente para a fermentação industrial. 


5.4 PROTOCOLO PARA EXPRESSÃO DE 
PROTEÍNAS RECOMBINANTES EM E. coli 


Existem diferentes cepas de E. coli utilizadas para a expressão de proteí- 
nas recombinantes sob o controle do promotor T7, presente no vetores pET 
e pAE, e todas devem ser lisógenas DE3. O método de transformação por 
choque térmico promove a formação de poros na membrana celular bacte- 
riana, possibilitando a entrada do plasmídeo em seu interior. Para efetuar a 
transformação por choque térmico, pode-se preparar as células competentes 
após crescimento em meio líquido com lavagens com CaCL,. No entanto, 
pode-se utilizar uma cultura fresca de E. coli para efetuar a transformação, 
conforme protocolo a seguir. 


5.4.1 Transformação de colônia de E. coli por choque térmico 


Reagentes 


Meios de cultura líquidos 2YT ou LB 

DNA plasmidial recombinante 

e Uma placa LB de células E. coli (DE3) frescas 
Solução de CaCl, 100 mM 


Procedimento 


1) 

2) Adicionar 100 mL de CaCl, 100 mM em um tubo eppendorf. 

3) Adicionar 2 pL de DNA plamidial recombinante. 

4) Com uma ponteira estéril, pegar uma colônia de células e misturar com o 
CaCl, 100 mM e o DNA. 

5) Incubar no gelo por 15 minutos. 

6) Colocar em banho-maria a 42 °C por 1 minuto. 


Trabalhar em ambiente estéril. 
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7) Incubar no gelo por 2 minutos. 

8) Acrescentar 500 mL de 2YT ou LB. 

9) Incubar no shaker por 1 hora a 37 °C. 

0) Transferir o restante da cultura para um tubo contendo 25 mL de LB com 
antibiótico ampicilina e crescer overnight a 37 ºC sob agitação. 


1 


Recomendações acerca do procedimento 


e Para este procedimento, é imprescindível que a placa contendo as 
colônias seja fresca, do dia anterior ao da transformação. 

e A cultura pode ser transferida para 25 mL de LB com antibiótico e 
crescer overnight a 37 “C sob agitação. Este cultivo pode ser usado 
como pré-inóculo de 500 mL de LB para indução proteica. Nesse 
caso, é recomendado que a transformação não seja feita no final do 
dia, aumentando com isso o tempo do cultivo do pré-inóculo. 


5.4.2 Inoculação e indução da proteina 
recombinante (trabalhar em ambiente estéril) 


Reagentes 


e LB líquido 

e Ampicilina 100 mg/mL 
e IPTG1M 

e PBS 1X 


Procedimento 


1) Trabalhar em ambiente estéril. 

2) Acrescentar 500 pL de ampicilina 100 mg/mL a 500 mL de LB liquido 
acondicionado em frasco erlenmeyer de 2 litros. Adicionar 25 mL do pré 
-inóculo resultante da transformação do dia anterior. 

3) Crescer no shaker a 37 ºC até atingir a DO, 0,8 (aproximadamente 3 
horas) e proceder à indução com 1 M de IPTG (1 pL de IPTG 1 M para 
cada mL de cultivo). Retirar uma alíquota de 500 uL antes da indução. 

4) Induzir por 3 horas e retirar uma alíquota de 500 uL depois da indução, 
para avaliar a expressão da proteína recombinante. 

5) Centrifugar o restante da cultura a 7.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. 


Expressão de Proteínas Recombinantes em Bactérias: Fundamentos Básicos e Aplicações 209 


6) Descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50 mL de PBS 1 X. 

7) Centrifugar a 7.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Nesta etapa, o pellet 
pode ser guardado a -20 °C por até 3 meses, sem que haja perda pro- 
teica, ou solubilizado com os mais diversos protocolos utilizados para 
proteínas solúveis ou insolúveis (de acordo com a solubilidade da proteína 
produzida). 


Recomendações acerca do procedimento 


e Para diminuir a formação de corpúsculos de inclusão e reduzir o 
efeito de precipitação das proteínas durante a diálise, realizar a indu- 
cao em DO,,, 0,5 ou 0,6, crescer a 28 °C ou 30 °C durante o período 
de indução. Além disso, é recomendado diminuir o tempo de indução 
para 2h. 

e Ligar a centrífuga 30 minutos antes do horário a ser utilizada para a 
temperatura baixar a 4 °C. 


5.4.3 Teste de solubilidade das proteinas recombinantes 


1) Retirar 2 mL da amostra induzida no protocolo anterior. 

2) Centrifugar por 5 minutos a 11.000 rpm. 

3) Separar o pellet do sobrenadante e preparar as amostras para correr em 
gel de poliacrilamida 15%. 

4) Sobrenadante: 500 pL da amostra + 50 pL de tampão de amostra SDS 
-PAGE 5 X. 

5) Pellet: 500 pL de TE + 50 pL de tampão de amostra SDS-PAGE 5 X. 


5.4.4 Gel SDS-PAGE 


Para verificar os níveis de expressão e a solubilidade das proteínas pellet 
e sobrenadante das amostras induzidas e não induzidas, juntamente com 
o extrato proteico da cepa utilizada para a expressão devem ser subme- 
tidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O protocolo 
para o preparo do gel de empilhamento 5% e do gel de corrida 15% está 
descrito abaixo. 
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Reagentes 


Solução de bis-acrilamida 34% 

Solução de SDS 10% 

Solução de Tris-HCI 1,5 M pH 8,5 

Solução de Tris-HCl 1 M pH 6,5 

Solução de Persulfato de amônio 10% (APS) 

Solução de Coomassie Blue (0.1% Azul de coomassie; 45% metanol; 
10% Ácido Acético, água q.s.p.) 

Solução de descoloração (4% metanol; 7.5% ácido acético) 

e TEMED 

e Água milli-Q 


Preparo dos geis 


Gel de corrida 15%: 

e Volume final 10 mL 

e Água bidestilada 4,6 mL 

e Acrilamida 34% 3,8 mL 

e Tris-HCl 2,5 M pH 8,5 1,6 mL 

e SDS 10% 100 pL 
e Persulfato de amônio 10% (APS) 70 pL 
¢ TEMED 7 pL 


Gel de empilhamento (stacking gel) 5%: 
e Volume final 5 mL 
e Agua bidestilada 3,7 mL 
Acrilamida 34% 0,7 mL 
Tris-HCl 1 M pH 6,5 0,6 mL 
SDS 10% 50 pL 
Persulfato de amônio 10% (APS) 35 pL 
TEMED 7 pL 


Procedimento 


1) Proceder a eletroforese em gel SDS a uma voltagem de 140 V e 30 mA por 
aproximadamente 1 hora. 

2) Após a corrida corar o gel com Coomassie Blue a 65 “C com solução de 
coloração (0,1% azul de coomassie; 45% metanol; 10% ácido acético, 
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água q.s.p.) em banho-maria 56 °C a 65 °C por 15 minutos. Observagao: 
A solução pode ser reutilizada. 

Incubar com solução descorante (4% metanol; 7,5% ácido acético) a 56 
°C a 65 °C por aproximadamente 15 minutos ou a temperatura ambiente 
durante a noite. Repetir este procedimento três vezes. Depois de desco- 
rado, avaliar se a proteína está sendo expressa e se ela é solúvel (banda no 
sobrenadante) ou insolúvel (banda no pellet). 


B 


Preparação dos reagentes 


Solução CaCl,100 mM: 
e CaCl, 11,094 g 
e Água milli-Q 1.000 mL 


Meio 2YT líquido: 
e Triptona 16 g 
e Extrato de levedura 10 g 
e NaCl5g 
e Água destilada q.s.p. 1.000 ml 


Meio LB sólido: 

e Triptona 10 g 

e Extrato de levedura 5 g 

e NaCl 10g 

e 1,5 de ágar bacteriológico para cada 100 mL de meio 
Água destilada q.s.p. 1.000 ml 


Meio LB líquido: 
e Triptona 10 g 
e Extrato de levedura 5 g 
e NaCl 10g 
e Água destilada q.s.p. 1.000 mL 


Ampicilina 100 pg/mL 
e Ampicilina 1 g 
e Água milli-Q 10 mL 
e Filtrar em ambiente estéril com filtro 0,22 pm. Estocar a -20 °C 
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IPTG (1 M): 
e IPTG 1,1915 g 
e Água milli-Q 10 mL 
e Filtrar em ambiente estéril com filtro 0,22 pm. Estocar a -20 °C. 


Tampão de corrida SDS-PAGE 5x (25 mM Tris-base; 250 mM Glicina; 
0,1% SDS; pH 8,3): 
e Tris-base 15,1 g 
Glicina 94,0 g 
SDS 10% 50 ml 
Agua q.s.p. 1.000 ml 


Tampão de amostra 5x SDS-PAGE: 
e Tris-HCI 1M pH 6,8 7,5 mL 
e SDS 10% 3g 
e Azul de bromofenol 0,15 g 
e Glicerol 15 mL 
e Água milli-Q 7,5 mL 
e f-mercaptoetanol 2,1 mL 
e Dissolver em banho-maria a 65 “C 


Tris 1 M 
e Tris-base 121,1 g 
e Água milli-Q q.s.p. 800 mL 
e Ajustar o pH desejado com HCI concentrado 


e pH HCI; 

e 7,4 70 mL 
e 7,6 60 mL 
e 8,0 42 mL 


e Ajustar o volume para 1 L e esterilizar por autoclave 


Tris 1,5 M pH 8,8/ litro: 
e Tris-base 181,65 g 
e Água milli-Q q.s.p. 800 mL 
e Ajustar o pH com HCl concentrado 


Acrilamida 30%: 
e Acrilamida 29 g 
e Bisacrilamida 1 g 
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e Água a 37 °C q.s.p. 70 mL 
e Usar luvas, máscaras e trabalhar em capela. Manter na geladeira e ao 
abrigo da luz 


APS 10%: 
e Persulfato de amônia 0,1 g 
e Água milli-Q 1 mL 
e Manter estoques em freezer, alíquotas de uso em geladeira 


Comassie Blue: 

Brilhante Blue R250 1 g 
Ácido acético glacial 100 mL 
Metanol 450 mL 

Água milli-Q q.s.p. 450 mL 
Filtrar com paper filtro 3MM 


5.5 CONCLUSÃO 


Devido à ampla aplicação de proteínas recombinantes e ao crescente 
aumento dessa demanda, os desafios para o suprimento de proteínas recom- 
binantes em termos de quantidade, qualidade e custo-efetividade, são bas- 
tante grandes. O alto nível de expressão de proteínas recombinantes deve 
usar tecnologias de expressão de alto rendimento. A grande variedade de 
vetores, promotores e marcadores de seleção e o conhecimento acumulado 
de técnicas de fermentação em escala industrial, além dos atuais avanços nas 
tecnologias pós-genômicas, permitem a utilização de sistemas de expressão 
mais rentáveis para atender à crescente procura de proteínas recombinantes. 

Neste capítulo, alguns sistemas procariotos para expressão de proteí- 
nas heterólogas frequentemente utilizados foram descritos, e algumas de 
suas vantagens e limitações foram discutidas. Com o constante aumento 
das informações da maquinaria de expressão e regulação de genes, todos os 
sistemas atualmente disponíveis estão sendo constantemente aperfeiçoados e 
novos sistemas vêm sendo desenvolvidos. No entanto, algumas desvantagens 
de certos sistemas não podem ser totalmente evitadas, e essas desvantagens 
devem ser consideradas quando se escolhe um sistema de expressão especí- 
fico. Sistemas de expressão em células procariotas podem fornecer antígenos 
artificiais suficientes para fins de diagnóstico ou para a análise estrutural de 
proteínas particulares que não necessitam de modificações pós-traducionais. 
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Portanto, a escolha de um sistema de expressão depende da qualidade reque- 
rida e quantidade da proteína de interesse. Além disso, o custo, a disponibili- 
dade e a conveniência de um ótimo sistema de expressão devem também ser 
levados em consideração antes que se escolha o sistema para a expressão de 
uma proteína heteróloga. 
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6.1 INTRODUÇÃO 


A escolha de um sistema de expressão para a produção de proteína hete- 
róloga depende, inicialmente, da estrutura da proteína a ser produzida, como 
presença de pontes dissulfeto e/ou modificações pós-traducionais, tais 
como glicosilação ou processamento proteolítico. Além disso, é necessário 
decidir por um sistema de expressão cujo custo-benefício seja apropriado. 
Por exemplo, a utilização de cultura de células de mamíferos não seria uma 
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escolha apropriada para a produção de hidrolases aplicadas à indústria de 
bioetanol, uma vez que esse sistema de expressão apresenta um custo maior 
do que o próprio produto final, o biocombustível. Por fim, a disponibilidade 
de ferramentas moleculares, tais como plasmídeos e promotores, bem como 
protocolos de modificação gênica preestabelecidos, também são critérios a 
serem utilizados na escolha do sistema de expressão. 

Leveduras e fungos filamentosos apresentam várias vantagens como sis- 
tema de expressão quando comparados com procariotos, como a bactéria 
Escherichia coli. Ambos possuem a maquinaria celular para o dobramento 
de proteínas e realizam modificações pós-transcricionais, tais como remoção 
de introns, e pós-traducionais, como glicosilação. Além disso, a utilização 
desses microrganismos é vantajosa quando comparada a outros sistemas de 
expressão eucariotos, uma vez que apresentam um menor custo de produção 
por crescerem em meios de cultivo com um menor requerimento nutricio- 
nal. Fungos apresentam ainda um tempo menor de replicação. Dependendo 
da espécie, varia entre duas a seis horas, em comparação com 24 horas em 
média para cultura de células de mamíferos. Finalmente, de um modo geral, 
as técnicas de manipulação gênica já estão bem estabelecidas e o rendimento 
da proteína heteróloga é frequentemente maior do que o obtido em cultura 
de células de mamíferos. 

O presente capítulo irá apresentar os principais sistemas de expressão de 
leveduras e fungos filamentosos, bem como ferramentas genéticas disponi- 
veis e protocolos para manipulação gênica e transformação. 


6.2 PRINCIPAIS LEVEDURAS UTILIZADAS 
COMO SISTEMAS DE EXPRESSÃO 


6.2.1 Saccharomyces cerevisiae 


A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada há séculos na pro- 
dução de alimentos, como pão, vinho e cerveja, e apresenta status de geral- 
mente considerado como seguro (generally regarded as safe - GRAS). A S. 
cerevisiae é um dos modelos eucarióticos mais estudados. Sua fisiologia e gené- 
tica são aplamente estudadas, resultando em diversas ferramentas disponíveis 
para sua manipulação. Seu genoma haploide apresenta aproximadamente 
12.500 kb e foi completamente sequenciado pela primeira vez em 19962. 
Atualmente, todas as informações sobre a biologia dessa levedura, bem como 
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diversas ferramentas de bioinformática para a análise funcional gênica, estão 
disponíveis no Saccharomyces Genome Database (SGD)". A maior parte das 
proteínas heterólogas produzidas em levedura e disponíveis comercialmente 
são produzidas em S. cerevisiae. A Tabela 6.1 exemplifica algumas dessas pro- 
teínas. Além disso, estima-se que 20% das proteínas heterólogas comerciais 
usadas como biofármacos são produzidas em S. cerevisiae**. 


Tabela 6.1 Proteínas heterólogas produzidas em S. cerevisiae e disponíveis no mercado"? 








NOME COMERCIAL PROTEÍNA RECOMBINANTE EMPRESA 
Actrapid Insulina Novo Nordisk 
Ambirix Antigeno de superfície para Hepatite B Merck 
Glucagen Glucagon Novo Nordisk 

Elitex Urato oxidase Sanofi-Synthelabo 
Leukine Fator estimulante de colônia de granulócito Berlex 
Regranex rh Fator de crescimento de plaquetas Ortho-Mc Neil Pharma 


6.2.1.1 Vetores para expressão 


De um modo geral, os vetores para expressão em Saccharomyces cerevisiae 
contêm os seguintes elementos: origem de replicação e marca de seleção 
bacterianas, uma vez que é comum a construção do vetor de expressão em 
Escherichia coli; origem de replicação e marca de seleção de levedura. Em 
alguns casos, os vetores já apresentam também promotor e terminador com 
sítio múltiplo de clonagem, como acontece com os vetores da série Mum- 
berg*!. Em outros, o cassete de expressão, i.e. promotor-gene-terminador, 
precisa ser construído antes de ser inserido no vetor da levedura”. 

Em relação às marcas de seleção presentes nos vetores de expressão, a 
mais comum bacteriana é a que confere resistência ao antibiótico ampici- 
lina. As marcas de seleção em levedura podem ser auxotróficas ou dominan- 
tes. Marcas auxotróficas dependem de cepas específicas de leveduras que 
são incapazes de crescer sem complementação de algum nutriente, e.g. um 
determinado aminoácido. Dessa forma, o vetor de expressão possui como 


* Disponível em: <http://w ww.yeastgenome.org>. 


220 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


seleção o gene que complementa a deficiência da cepa em produzir um deter- 
minado nutriente. Assim, a seleção ocorre em meio mínimo, onde somente 
as leveduras contendo o vetor conseguem crescer. Exemplos frequentemente 
utilizados de marcas auxotróficas estão listados na Tabela 6.2. Como as 
marcas auxotróficas requerem uma cepa específica, diversas cepas de labo- 
ratório tem sido utilizadas. O banco de dados de S. cerevisiae, SGD, resume 
as principais cepas de laboratório que são utilizadas para complementação 
por auxotrofia!”. Marcas de seleção dominantes são aquelas que conferem 
resistência a um determinado antibiótico. Em S. cerevisiae, as marcas domi- 
nantes mais comumente utilizadas são: resistência a G418 (um análogo de 
Kanamicina) e cloranfenicol. A Tabela 6.2 resume as principais marcas de 
seleção utilizadas em S. cerevisiae. 


Tabela 6.2 Marcas de seleção comumente utilizadas em S. cerevisiae 

















MARCAS DOMINANTES FENÓTIPO CONFERIDO PELA MARCA 
TnS/Tn903 Resistência a 6418 (geneticina) 
cat Resistência ao antibiótico cloranfenicol 
CUP] Resistência a elevadas concentrações de cobre 
SFA Resistência a formaldeído 
DEH] Resistência a fluoracetato 
amdSYM Utilização de acetamida como fonte única de nitrogênio 
MARCAS AUXOTRÓFICAS GENÓTIPO DA CÉLULA HOSPEDEIRA FENÓTIPO DO TRANSFORMANTE 
HIS3 His3 Hist 
LEU2 Leu2 Leut 
LYS2 Lys2 Lyst 
URAS Ura3 Ura’ 
TRPI Tl Trp* 


Em relação ao número de cópias, vetores utilizados para a produção de 
proteínas heterólogas podem ser integrativos ou epissomais. Os primeiros 
são integrados no genoma da levedura frequentemente em uma cópia, de 


* Disponível em: <http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly used strains>. 
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forma que sua replicação fica vinculada à replicação do genoma cromosso- 
mal. Já os vetores epissomais possuem origem de replicação própria. Sendo 
assim, estes podem apresentar várias cópias dentro de uma única célula de 
levedura. À Tabela 6.3 exemplifica alguns dos vetores utilizados para pro- 
dução de proteína heteróloga em S. cerevisiae. 


Tabela 6.3 Vetores utilizados para produção de proteína heterdloga em S. cerevisiae 


MARCA DE MARCA DE 


VETOR SELEÇÃO EM SELEÇÃO EM TORO PROMOTOR TERMINADOR REF. 
BACTÉRIA  LEVEDURA 

Famili a TRP, URA ; . 

pr Ampicilina ou LEU* 2 pm - - Gietz e Sugino” 

Familia son TRP, URA - : na 

Yiplac Ampicilina ou LEU* Vetor integrativo Groma Sugino 

Família sai TRP, URA . : À o 

YCplac Ampicilina ou LEU* CEN4 Gietz e Sugino 

CYC1, TEF, 

vais Ampicilina His, TRF L Catt. aah À ADH ou CYC Mumberg et al” 
Mumberg ou URA ou 2 pm GD * 

pYES2 Ampicilina URA 2 ym pGALI (a Invitrogen™ 
Família pW Ampicilina TRP ou URA* i » PGK ou TetO . Van Mullem” 

ou 2 pm 


* Dependendo da versão. 


6.2.1.2 Protocolos de transformação 


Os protocolos aqui apresentados se baseiam no metodo de transformação 
por choque térmico. Essencialmente, as células de leveduras são crescidas até 
a fase exponencial, na qual a parede celular é menos espessa. Em seguida, as 
células são lavadas e incubadas com polietilenoglicol (PEG), acetato de lítio 
(LiAc) e o DNA a ser transformado, seguido do choque térmico. A Figura 
6.1 resume as principais etapas de transformação por esses protocolos. 
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Transformação de S. cerevisiae por choque térmico? 
Soluções 
Todas as soluções a serem utilizadas devem ser autoclavadas. 


TED: 
e Extrato de levedura 1% 
e Peptona 2% 
Glicose 2% 
A glicose deve ser autoclavada separadamente 


TE 10X: 
e Tris-HCl 0,1 M 
e EDTA 0,01 M, pH 7,5 


LiOAc 10X: 
e LiAc1 M, pH ajustado com ácido acético para 7,5. 


PEG 50%: 
e 50 g de PEG em 100 mL de água milli-Q 


ssDNA (esperma de salmão) 10 mg/mL: 
e Preparar alíquotas de 50 pL e estocar em freezer 


Água gelada 
Procedimento 


1) Crescer células durante a noite em meio YPD. 

2) Inocular 50 mL de meio com células crescidas durante a noite para atingir 
uma OD... inicial de 0,2. 

3) Crescer a uma OD ponm de 0,7-1,0. 

4) Coletar por centrifugação (4.000 rpm, 5 minutos, 4 °C). 

5) Ressuspender células em 10 mL de água gelada autoclavada. 

6) Coletar por centrifugação (5.000 rpm, 5 minutos, 4 °C). 

7) Ressuspender em 1 mL de agua gelada e transferir para tubos de micro- 
centrifuga de 1,5 mL. 

8) Coletar células por centrifugação (5.000 rpm, 1 minuto). 
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9) Ressuspender em solução TE/LiOAc estéril, gelada e recém-preparada 
(feita a partir de estoques 10X: 150 pL TE 10X + 150 pL LiOAc 10X + 
1.200 pL água milli-Q). 

10) Coletar células novamente (5.000 rpm, 1 minuto) e ressuspender em 200 
pL de TE/LiOAc. 

11) Misturar 1-5 pg de DNA com 50 pg de recém-desnaturado DNA de 
esperma de salmão (5 pL de solução 10 mg/mL; fervido por 5-20 minutos 
e resfriado em gelo). 

12) Adicionar 50 pL de células em TE/LiOAc e misturar com cautela (não 
utilizar vortex). 

13) Imediatamente adicionar 300pL de PEG 40% recém-preparado (800 pL 
PEG 50% + 100 pL LiOAc 10X + 100 pL TE 10X). 

14) Incubar células por 30 minutos a 30 ºC em constante agitação. 

15) Incubar por 15 minutos a 42 ºC. 

16) Centrifugar (5.000 rpm, 1 minuto) e ressuspender células em 1 mL de 
meio YPD. 

17) Transferir para tubos falcon de 15 mL. Incubar a 30 ºC em agitação cons- 
tante por algumas horas ou durante a noite. 

18) Manter os tubos em gelo por 45 minutos e transferir as amostras para 
tubos eppendorf e centrifugar (5.000 rpm, 1 minuto). 

19) Lavar células 3 vezes com água autoclavada. 

20) Ressuspender células em 100 pL de água milli-Q e plaquear em meio 
contendo pressão seletiva adequada. 

21) Incubar placas a 30 °C por 2-3 dias. 


Transformação de S. cerevisiae por choque 
térmico para construção de bibliotecas?! 


Soluções 
Todas as soluções a serem utilizadas devem ser autoclavadas. 


PEG 50% m/v: 
e Misturar 20 g de PEG (MW 3350, Sigma) em 20 mL de água 
e Depois de dissolvido, ajustar volume para 40 mL 
e Autoclavar 
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Acetato de Lítio 1,0 M: 
e Fazer 25 mL de solução. 
e Esterilizar por filtração utilizando seringa. 


TE 10X: 

100 mM Tris 

10 mM EDTA, pH8 
Fazer 100 mL 
Autoclavar 


ssDNA (esperma de salmão) 10 mg/mL: 
e Preparar alíquotas de 50pL e estocar em freezer 
e Ferver a 95 ºC por 10 minutos antes da utilização 


Meio YPAD: 

e Extrato de levedura 10 g/L 

e Peptona 20 g/L 

e Glicose 20 g/L 
Hemissulfato de adenina (pode ser adicionado antes de autoclavar) 
40 mg/L 


Meio YPAD 2X: 
e Concentrações duplicadas do meio acima descrito. 


Procedimento 


1) Inocular colônia isolada em 25 mL de meio YPAD em erlenmeyer aletado 
de 250 mL. Crescer durante a noite a 30 ºC. Pela manhã medir a OD620 
da cultura e usar este valor para inocular 100 mL de meio YPAD 2X (em 
erlenmeyer de 1 L) para uma OD ponn final de 0,5. Crescer por aproxi- 
madamente 4 horas até atingir uma OD 2-3 (é importante que as células 
estejam em fase exponencial inicial). 

2) Transferir células para tubos falcon estéreis de 50 mL. Coletar células por 
centrifugação por 2 minutos a 5.000 g. 

3) Ressuspender células em 50 mL de agua. 

4) Centrifugar novamente por 2 minutos a 5.000 g. Ressuspender células em 
20 mL de agua. 

5) Centrifugar uma ultima vez (2 minutos a 5.000 g) e ressuspender as célu- 
las em uma solução contendo: 4 mL de PEG 50%, 0,5 mL de LiOAc 
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Figura 6.1 Principais etapas a serem realizadas durante a transformação de S. cerevisiae por choque térmico. 
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1,0 M, 0,15 de ssDNA 10mg/mL, 0,1 mL de TE 10X e 0,25mL de DNA 
transformante. 

6) Realizar choque térmico incubando as células a 42 °C por 80 minutos, 
invertendo ou suavemente agitando em vortex os tubos a cada 10 minutos. 

7) Centrifugar amostras por 2 minutos a 5.000 g. Remover todo 
sobrenadante. 

8) Ressuspender células em 5 mL de água. Talvez seja necessário pipetar as 
células para dissolvê-las. 

9) Plaquear aproximadamente 100 pL de células em meio de cultura com 
pressão seletiva apropriada. Para transformação integrativa, esperar um 
rendimento total de 50-100.000 transformantes. 


6.2.1.3 Preparo de células competentes de 
leveduras para serem congeladas?! 


Soluções 
Todas as soluções a serem utilizadas devem ser autoclavadas. 


Meio YPD: 
e Extrato de levedura 1% 
e Peptona 2% 
e Glicose 2% 
e A glicose deve ser autoclavada separadamente 


Água 


Solução para células competentes: 
e Glicerol 5%(v/v) 
e DMSO 10% (v/v). É importante que o DMSO seja de boa qualidade 


PEG 50% m/v: 
e Misturar 20 g de PEG (MW 3350, Sigma) em 20 mL de agua 
e Depois de dissolvido, ajustar volume para 40 mL 
e Autoclavar 


Acetato de lítio 1,0 M: 
e Fazer 25 mL de solução 
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e Esterilizar por filtração utilizando seringa 


ssDNA (esperma de salmão) 10 mg/ml: 
e Preparar alíquotas de 50 pL e estocar em freezer 


Procedimento 


1) Inocular sua cepa de levedura em 25 mL de meio YPD líquido e incubar 
durante a noite em um incubador com rotação de 200 rpm e 30 °C. 

2) Aquecer a 30 °C 1 L de meio YPD e dois erlenmeyers de 1 L aletados. 

3) Inocular suas células pré-crescidas para uma OD... | inicial de 0,1 em 
500 mL de meio YPD. Para tal procedimento você terá que ler a OD 
do pré-inóculo. 

4) Incubar suas células em incubador com rotação de 200 rpm e 30 “C até 
atingir uma OD ponm Entre 0,6 e 0,8. 

5) Centrifugar as células a 2.000 g durante 5 minutos. Descartar o 
sobrenadante. 

6) Ressuspender as células em 250 mL de água autoclavada e repetir a cen- 
trifugação como na etapa anterior. Descartar o sobrenadante. 

7) Ressupender as células em § mL de água autoclavada e transferir a sus- 
pensão celular para um tubo tipo falcon de 15 mL. 

8) Centrifugar as células a 2.000 g durante § minutos. Descarte o 
sobrenadante. 

9) Ressuspenda as células em 5 mL de solução autoclavada para células 
competentes. 

10) Aliquotar 50 pL de células em tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL. 

11) Coloque os tubos em uma caixa com tampa.É essencial que suas células- 
congelem de forma lenta para garantir altas taxas de sobrevivência. Dessa 
forma é importante colocar um isopor ou papelão dentro da caixa para 
reduzir a quantidade de ar ao redor da amostra. 

12) Armazenar as células competentes em um freezer -80 ºC. Essas células 
podem ser armazenadas por até 1 ano a essa temperatura. 

13) Para transformação de S. cerevisiae usando as células competentes con- 
geladas, descongele suas amostras em banho-maria a 37 “C durante 15-30 
segundos. 

14) Centrifugar a 13.000 g em uma microcentrífuga durante 2 minutos e 
remover o sobrenadante. 

15) Ao precipitado celular, adicionar: 260 pL de PEG3350 50%, 50 pL de 
solução com SSDNA, 36 pL de LiAC 1M, Plasmídeo + água para um 
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volume final de 360 pL. Após a adição das soluções, usar o vortex para 
ressuspender o precipitado celular. 

16) Incubar o sistema de transformação a 42 °C durante 20-60 minutos, 
dependendo da cepa a ser transformada. Cepas sensíveis à temperatura 
podem ser deixadas em temperatura ambiente durante a noite. 

17) Após o período de incubação, centrifugar os tubos a 13.000 g durante 30 
segundos. Remover o sobrenadante. Transformações utilizando plasmí- 
deos com genes prototróficos seguir a opção A de seleção. Transfor- 
mações que utilizam plasmídeos com genes de resistência a antibió- 
tico usar a opção B de seleção. 

Seleção A: Ressuspender as células em 1 mL de água autoclavada. 

Seleção B: Ressuspender as células em 1 mL de meio YPD líquido. 
Incubar durante 2-3 horas a 30 ºC para garantir a expressão do gene 
que confere resistência ao antibiótico. 

18) Plaquear as células em meio seletivo. É importante distribuir o volume 
da transformação em várias placas uma vez que a densidade celular de 
revestimento afeta negativamente a eficiência de transformação. 

19) Incubar as placas a 30 °C durante 3-4 dias. 


6.2.2 Pichia pastoris 


Um dos sistemas de expressão amplamente utilizados é a levedura meti- 
lotrófica Pichia pastoris. Ao longos dos anos, P. pastoris tem sido genetica- 
mente modificada para produzir um grande número de proteínas heterólogas 
tanto a nível experimental como em nível industrial*. O primeiro biofármaco 
produzido neste sistema foi o inibidor de calicreína sendo autorizado sua 
comercialização em 2009 pela Food and Drug Administration (FDA, a agên- 
cia regulatória de medicamentos e alimentos dos Estados Unidos). Dentre 
as vantagens da utilização de P. pastoris se destacam o rápido crescimento, 
quando comparado com outros sistemas eucariotos, produção e secreção de 
altos níveis da proteína recombinante e realização de algumas modificações 
pós-traducionais, como glicosilação, formação de pontes dissulfeto e proces- 
samento proteolítico”. Esse sistema é também considerado rápido, fácil e mais 
econômico que os sistemas de expressão derivados de células de mamíferos!*. 

A levedura tem ganhado destaque na produção de biofármacos farma- 
cologicamente ativos, principalmente depois de modificações genéticas 
que permitem a glicosilação no mesmo padrão de células de mamíferos”. 
Sua maior vantagem em relação a S. cerevisiae é seu modo respiratório de 
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metabolismo, o que permite cultivo em alta densidade celular e maior pro- 
dução de proteína heteróloga sem acúmulo de co-produtos como etanol. 

Finalmente, P. pastoris é capaz de utilizar metanol como fonte de car- 
bono. A primeira enzima envolvida no metabolismo de metanol é a álcool 
oxidase (AOX). Esta tem como produto da reação formaldeído e peróxido 
de hidrogênio. Este último é convertido a água e oxigênio por catalases. 
Dois genes codificam a duas formas da álcool oxidase, AOX1 e AOX2. Ape- 
sar dos produtos destes genes serem muito similares quanto às suas sequên- 
cias e funções, a maior parte da atividade de álcool oxidase na célula é 
atribuída ao produto do gene AOX1!!. O promotor do gene codificador para 
AOX1 é induzível na presença de metanol e é utilizado em diversos vetores 
de expressão de P. pastoris (Tabela 6.4). Dessa forma, é possível crescer a 
levedura em altas densidades celulares e posteriormente realizar a indução 
da produção de proteínas heterólogas, favorável principalmente para a pro- 
dução de proteínas tóxicas. 


6.2.2.1 Vetores para expressão 


A Tabela 6.4 lista os principais vetores utilizados para a produção de 
proteínas heterólogas em P. pastoris. A maior parte dos vetores está dispo- 
nível comercialmente pela Invitrogen™. Apesar da maioria dos vetores de 
expressão conter o promotor induzível pAOX1, já existem outros promoto- 
res induzíveis que poderiam ser utilizados para a construção de vetores de 
expressão”. Da mesma forma, o promotor constitutivo mais utilizado em P. 
pastoris é o promotor do gene gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (pGAP). 
Uma das vantagens da utilização de promotores constitutivos com relação 
ao promotor AOX1 é que não é necessário mudar a cultura de um meio para 
outro para induzir a expressão. Atualmente, existem outros promotores cons- 
titutivos que também poderiam ser utilizados para a construção de vetores 
de expressão, tais como TEF, PGK e TRII, conforme revisto recentemente”. 

A disponibilidade de marcas de seleção em P. pastoris também é reduzida 
quando comparada com S. cerevisiae. Os primeiros vetores de expressão uti- 
lizavam essencialmente marcas dominantes como G418. Esta foi substituida 
pela Zeocina nos plasmídeos mais recentes por ser uma marca que pode ser 
utilizada tanto em bactéria quanto em levedura, resultando em plasmídeos 
menores. Em relação a marcas auxotróficas, a cepa GS115 apresenta auxo- 
trofia para his e pode ser complementada pelos vetores pHIL-D2, pPIC3.5 
ou pPIC9K (Tabela 6.4). Apesar de não ser disponível comercialmente ou 
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em coleções públicas de microrganismos, cepas com auxotrofia para URA3, 
ADE1 e ARG4 foram construídas com respectivos vetores que complemen- 
tam a auxotrofia™. 

Finalmente, alguns dos vetores de expressão já construídos possuem o 
fator alpha de secreção de S. cerevisiae, o que permite a recuperação da 
proteína recombinante no sobrenadante de P. pastoris. Além disso, todos 
os vetores são integrativos, o que significa que as cepas recombinantes são 
estáveis e não sofrem perda de produção de proteína heteróloga, devido a 
perda plasmidial, durante o processo de escalonamento desta. 


Tabela 6.4 Principais plasmídeos utilizados para produção heteróloga de P. pastoris 

















a e ma SG wn 
pA0815 AOX Amp His4 

pGAPZ GAP Zeo Zeo CHis 
pGAPZa GAP Teo eo in 
pHIL-D2 AOX Amp His4 

pHIL-S1 AOX Amp His4 Sinal de secreção PHO] 
pPIC3.5K AOX Amp His4, 6418 

pPIC9K AOX Amp His4, 6418 

pPICZ AOX] Leo Zeo CHis 
pPICZa AOX] Zeo leo a-factor, C-His 


6.2.2.2 Protocolo de transformação de Pichia pastoris por 
eletroporação (retirado e adaptado do manual de produção 
de proteinas heterdlogas em Pichia pastoris Invitrogen™) 


Soluções 


Todas as soluções a serem utilizadas devem ser autoclavadas. 


Água gelada 
Sorbitol 1M 
10X YNB: 


e 3,4% yeast nitrogen base 
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e 10% de sulfato de amônio. 

e Dissolver 3,4 g de YNB em 90 mL de água destilada. Adicionar 10 
g de sulfato de amônio e esperar dissolver. Esterilizar por filtração. 
Guardar a 4 °C. 


500X de biotina: 
e Dissolver 20 mg de biotina em 100 mL de água destilada e esterilizar 
por filtração. Guardar a 4 °C. 


10X glicose (20%): 
e Dissolver 20 g de glicose em 100 mL de água destilada. Autoclavar 
por 15 minutos. 


Tampão fosfato 1M pH 6,0: 
e Combinar 132 mL de K2HPO4, 868 mL de KH2PO4 e confirmar que 
o pH é 6,0. 
e Se necessário, ajustar o pH com ácido fosfórico ou com KOH. 
e Esterilizar em autoclave e guardar a temperatura ambiente. 


Meio YPD: 
e Extrato de levedura 1% 
e Peptona 2% 
e Glicose 2% 
e Autoclavar a glicose separadamente 


MDH e MD (meio mínimo com glicose +/- Histidina): 

e YNB 1X 

e Biotina 1X 

e Glicose 2%. 

e Autoclavar água (meio líquido) ou ágar 2% (meio sólido) por 20 
minutos. 

e Adicionar as soluções estoque ao meio ainda quente e distribua em 
placas. 

e Para preparar MDH, adicionar histidina 1X. 


Procedimento 


1) Crescer a cepa a ser transformada em § mL de YPD em um erlenmeyer de 
125 mL durante a noite a 30 °C em uma incubadora rotacional a 180 rpm. 
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2) Inocular 0,1 a 0,5 mL da cultura acima em 500 mL de meio YPD. Crescer 
durante a noite até uma OD600 de 1,3-1,5. 

3) Centrifugar as células a 1.500 g por 5 minutos a 4 °C. Ressuspender as 
células com 500 mL de agua gelada autoclavada. 

4) Centrifugar as células como no passo 3 e resssupender em 250 mL de 
agua gelada autoclavada. 

5) Centrifugar as células como no passo 3 e ressuspender o precipitado em 
250 mL de água gelada estéril. 

6) Centrifugar como no passo 3 e ressuspender em 20 mL de sorbitol 1M 
gelado estéril. 

7) Transferir a suspensão de células para um tubo de centrífuga menor. 

8) Centrifugar como no passo 3 e ressuspender as células com 0,5 mL de 
sorbitol 1M, para um volume final de 1,5 mL. 

9) Misturar 80 pL de células competentes com 5 a 10 pg de DNA lineari- 
zado (em 5 a 10 pL de água), adicionar 320 pL de sorbitol 1M e transferir 
as células para uma cubeta de eletroporação de 0,2 cm gelada (marca 
Bio Rad). 

10) Incubar a cubeta por 5 minutos no gelo. 

11) Eletroporar as células nas seguintes condições (eletroporador da BioRad): 
1500 V; 400 O e 25 pF. O tempo de eletroporação deve ser próximo de 
~10 ms com um campo de 7.500 V/cm. 

12) Imediatamente, adicionar 1 mL de sorbitol 1 M gelado a cubeta. Transfe- 
rir o conteúdo para um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL estéril. 

13) Espalhar de 200 a 600 pL em placas com meio de seleção apropriado 
(meio mínimo ou com antibiótico dependendo da cepa e plasmídeo que 
está sendo utilizado). 

14) Incubar as placas a 30 ºC até as colônias aparecerem (aproximadamente 
3-4 dias). 


6.2.2.3 Ensaio de expressão dos clones recombinantes 


O protocolo descrito abaixo é aplicado para genes clonados sob a regu- 
lação do promotor induzível pAOX1. Para o desenvolvimento de processos 
fermentativos para a produção constitutiva de proteínas recombinantes em 
P. pastoris recomenda-se a leitura do trabalho de Cos e colaboradores!º. 

Soluções necessárias 
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Meio BMGY: 
e 5 g extrato de levedura 
e 10 g peptona em 350 mL de água 
e Após autoclavar essa solução, adicionar as seguintes soluções 
estéreis: 
e 50 mL tampão fostado de sódio 1 M pH 6,0 
e 50 mL YNB 10X 
e 1 mL de biotina 500X 
e 50 mL de glicerol 10X 


Meio BMMY: 

e 5 g extrato de levedura 

e 10 g peptona em 350 mL de água 

e Após autoclavar essa solução, adicionar as seguintes soluções 

estéreis: 

e 50 mL tampão fostado de sódio 1M pH 6,0 
e 50 mL YNB 10X 
e 1 mL Biotina 500X 
e 50 mL metanol 10X 


Metanol 0,5% 
Procedimento 


1) Inocular colônias isoladas em 25 mL de meio BMGY em um frasco de 
250 mL. Crescer a 28-30 °C em uma incubadora rotacional a uma rota- 
ção 180 rpm até a cultura atingir OD600 = 2-6 (aproximadamente 16 a 
18 horas). As células devem estar em fase exponencial. 

2) Coletar as células em tubo Falcon de 50 mL por centrifugação a 1.500- 
3.000 g por 5 minutos, a temperatura ambiente. Ressuspender as células 
em 100 mL de BMMY para uma OD,,, final = 1,0. 

3) Incubar a cultura a 30°C 180 rpm. Os 100 mL devem ser colocados em 
frasco aletado de 1L. 

4) Adicionar metanol para uma concentração final de 0,5% a cada 24 horas 
para manter a indução. 

5) A cada retirada de amostra, transferir 1 mL da cultura para tubo de 
microcentrífuga. Centrifugar as amostras na velocidade máxima durante 
2 minutos. 
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Figura 6.2 Principais etapas a serem realizadas durante a transformação de P pastoris por eletroporação. 
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6) Transferir sobrenadante para um tubo separado. Adicionar TCA (ácido 
tricloro acético) para uma concentração final de 10%. Incubar no gelo 
por 30 minutos. Centrifugar a 13.000 rpm por 15 minutos. 

7) Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com cerca de 1 mL de 
acetona gelada. Incubar no gelo por 10 minutos. Tornar a centrifugar 
a 13.000 rpm por 10 minutos. Remover a acetona e repetir a lavagem 
com acetona mais uma vez. Deixar o precipitado secar na bancada por 
10 minutos. 

8) Ressuspender o precipitado em 50 pL de tampão de amostra de SDS 
-PAGE. Usar 10 pL no gel. 


6.2.3 Kluyveromyces lactis 


K. lactis é um dos principais microrganismos presentes em processos 
lácteos nos quais o principal substrato é a lactose. Inicialmente, era utili- 
zada como fonte de P-galactosidase, responsável por hidrolisar a lactose e 
amplamente utilizada na produção de alimentos livres de lactose. Cepas de 
K. lactis foram isoladas de diferentes produtos, tais como iogurte, queijo e 
manteiga, possuindo portanto status GRAS. Já em 1988, uma cepa recom- 
binante de K. lactis produzindo chimosima permitiu a comercialização de 
tal proteína na indústria alimentícia. Esta levedura apresenta efeito Crabtree 
negativo e, portanto, cresce a altas densidades celulares em biorreatores, o 
que é vantagem em comparação com a levedura S. cerevisiae. Seu genoma 
foi sequenciado em 2009*, sendo que para sua manipulação gênica podem 
ser utilizados tanto vetores epissomais quanto integrativos de expressão. 
Além disso, existe a possibilidade de produção de proteína heteróloga intra 
e extracelular. 

Seus vetores se baseiam no sistema LAC4, cuja indução acontece na pre- 
sença de lactose, e sua repressão acontece já em baixas concentrações de 
glicose. A seleção de transformantes pode ser por marcas auxotróficas, como 
URAS3, LEU2 e TRP1, ou dominantes, como a marca de acetamida que per- 
mite que os microrganismos cresçam usando esta como fonte única de nitro- 
gênio em meio definido. As proteínas produzidas em K. lactis apresentam 
um padrão eucariótico de glicosilação**. Atualmente, ferramentas molecu- 
lares para modificação gênica de K. lactis, tais como vetores e cepas, estão 
disponíveis pela New England Biolabs, . 
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6.2.3.1 Protocolo de transformação"?! 


A maior parte dos métodos descritos para a modificação gênica de K. 


lactis foram adapatados de S. cerevisiae. 


+ 


Soluções 


YPD: 
e Extrato de levedura 1% 
e Peptona 2% 
e Glicose 2% 
e A glicose deve ser autoclavada separadamente 


Solução de ressuspensão: 
e Sorbitol 1,2 M 
e EDTA 25 mM 
e Mercaptoethanol 0,2 M (pH 8,0) 


Solução de lavagem: 
e Sorbitol 1,2 M 


Solução de propoplasto: 
e Sorbitol 1,2 M 
e EDTA 10mM 
e Citrato de sódio pH 5,8 0,1 M 
e Helicase 0,5 mg/mL. 


Solução para células competentes I: 
e Cloreto de cálcio 10 mM 
e Sorbitol 1,2 M 


Solução para células competentes II: 
e Tris pH 7,5 10 mM 
e Cloreto de cálcio 10 mM 
e PEG 4000 20% (p/v) 


Solução de recuperação: 


Adaptado. 
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Cloreto de calcio 7 mM 
Sorbitol 1,2 M 

Extrato de levedura 0,5 mg/mL 
e Peptone 1 mg/mL 

Glicose 2 mg/mL 


Procedimento 


1) Pré-inóculo de uma colônia isolada de placa em 25 mL de YPD em um 
erlenmeyer de 250 mL. Crescer durante a noite a 28 °C e 180 rpm de 
agitação. 

2) No dia seguinte, inocular o pré-inóculo em 100 mL de meio YPD em 
erlenmeyer de 1 L para uma OD inicial de 0,1. 

3) Incubar a 28°C 180rpm de agitação até as células atingirem uma OD 
0,8-1.2. 

4) Após esse período, centrifugar a cultura a 5.000 rpm durante 10 minu- 
tos. Descartar o sobrenadante e ressupender as celulas em 10 mL de água 
destilada estéril. Repetir a centrifugação. 

5) Ressupender as células em 10 mL da solução de ressuspensão. Incubar por 
10 minutos a 30 ºC. Após esse período, centrifugar as células a 5.000 rpm 
durante 10 minutos. 

6) Ressuspender as células em 10 mL de solução de lavagem e centrifugar as 
células a 5.000 rpm durante 10 minutos. Repita esta etapa 1 vez. 

7) Ressuspender as células em 20 mL da solução de protoplastos e incubar 
durante 20 minutos a 30 °C. 

8) Ressuspender as células em 10 mL de solução de lavagem e centrifugar as 
células a 5.000 rpm durante 10 minutos. Repita esta etapa 2 vezes. 

9) Ressuspender as células em 100 pL da solução de células competentes I e 
adicionar aproximadamente 10 pg de DNA plasmidial. Incubar a 25 ºC 
durante 15 minutos. 

10) Adicionar 500pL da solução para células competentes II e incubar por 
mais 20 minutos a 25 ºC. 

11) Centrifugar as células a 5.000 rpm durante 5 minutos. Descartar o sobre- 
nadante e ressupender as células em 2 mL da solução de recuperação. 
Incubar a 30 °C durante 1 hora. 

12) Plaquear as células. Dicas para a seleção: 

e Resistência a G418: plaquear em YNB glicose (2%) com G418 200 
mg/mL. 

e Seleção em Lac: plaquear em YNB lactose (2%). 
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e Seleção em Trp: plaquear em YNB glicose (2%) 
As colônias aparecem entre 4-5 dias incubadas em uma estufa a 30 °C. 


6.2.4 Hansenula polymorpha 


H. polymorpha é uma levedura metilotrófica também conhecida por 
Ogatea angusta ou Pichia angusta. Esta é utilizada para a produção de 
vários produtos em escala industrial, tais como fatores antitrombina e vaci- 
nas contra hepatite B, devido à presença de promotores induzidos na pre- 
sença de metanol. Além disso, a levedura é termotolerante, podendo crescer 
em até 50 ºC, resultando na redução de gastos com refrigeração quando o 
processo é escalonado. 

A publicação do genoma sequenciado da cepa CBS4732 há mais de dez 
anos resultou no desenvolvimento de diversas ferramentas moleculares para 
modificação gênica dessa levedura*?. Apesar de não existirem vetores comer- 
ciais ou disponíveis em coleções de microrganismos, diversos plasmídeos 
estão descritos na literatura. A Tabela 6.5 resume alguns desses vetores e 
suas principais características. Até o presente momento, nenhuma origem 
de replicação autonoma foi introduzida em H. polymorpha. Assim, todos os 
vetores disponíveis são integrativos. A maioria deles também contém o pro- 
motor induzivel do gene alcool oxidase (pAOX) e o terminador do gene de 
amino oxidase. No entanto existem outros promotores já isolados que são 
funcionais na levedura, tais como pTEF, pDHAS e pAMO, como revisado 
recentemente”!. Também recentemente, plasmídeos foram desenvolvidos 
para a integração de H. polymorpha no sistema gateway (Invitrogen™), que 
permite a construção de vetores de expressão por recombinação homóloga, 
evitando, assim, as etapas de restrição enzimática e ligação". 
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Tabela 6.5 Exemplo de vetores utilizados na produção de proteínas heterólogas em H. Polymorhpa*?” 
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VETORES sa MARCADOR EM E. COLI = NUMERO DE CÓPIAS 
pHIPX4 Auxotrofia para Leucina Kanamicina Baixo 
pHIPM4 Auxotrofia para Metionina Kanamicina Baixo 
pHIPA4 Auxotrofia para adenina Ampicilina Alto 
pHIPZ4 Dominante-Zeocina Ampicilina Alto 
pHIPH4 Dominante- Higromicina Ampicilina Alto 
pHIPK4 Dominante 6418 Ampicilina Alto 


* Adaptado 


6.2.4.1 Protocolo de transformação de H. 
polymorpha por eletropora¢cao'~ 


Soluções 
YPD: 


e Extrato de levedura 1% 
e Peptona 2% 


e Glicose 2%. À glicose deve ser autoclavada separadamente. 


Tampão de ressuspensão: 
e Tampão fosfato de potássio 50mM pH 7,5 
e Dithiotritol (DTT) 25 mM 


Tampão de eletroporação: 
e Sacarose 250 mM 
e Tris-HCl 10mM pH7,5 
e MgCl, 1mM 


* Adaptado. 
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Procedimentos 


1) Pré-inóculo de uma colônia isolada de placa em 50 mL de YPD em um 
erlenmeyer de 500 mL. Crescer durante a noite a 28 °C e 180 rpm de 
agitação. 

2) No dia seguinte, inocular o pré-inóculo em 100 mL de meio YPD em 
erlenmeyer de 1 L para uma OD inicial de 0,1. 

3) Incubar a 28 °C 180 rpm de agitação até as células atingirem uma OD 
0,8-1,2. 

4) Após esse período, centrifugar a cultura a 5.000 rpm durante 10 minutos. 
Descartar o sobrenadante e ressupender as células em 40 mL do tampão 
de ressupensão. Incubar a 37 °C durante 15 minutos. O tratamento das 
células com DTT € essencial para garantir uma alta eficiéncia de transfor- 
mação das células. 

5) Após esse período, centrifugar a cultura a 5.000 rpm durante 10 minutos. 
Descartar o sobrenadante e ressupender as células em 100 mL do tampão 
de eletroporação. Repetir a centrifugação. 

6) Ressupender as células em 50 mL do tampão de eletroporação. Repetir a 
centrifugação. 

7) Ressuspender as células em 500 pL de tampão de eletroporação. 

8) Adicionar 5 pg de DNA a ser transformado em 200 pL de células em uma 
cuveta de 0,2 mm pré-resfriada. 

9) Eletroporar as células a 7,5 kV, 50 pF e 129 O. O tempo de pulso deve 
estar em torno de 5 ms. 

10) Após a eletroporação adicionar 1 mL de YPD e incubar as células durante 
1 hora a 37 “C sem agitação. 

11) Após esse período, coletar as células por centrifugação (5 minutos 3.000 g), 
ressupender em 500 pL de água e plaquear em meio seletivo. Transformantes 
são observados entre 3-4 dias de crescimento na estufa a 37 ºC. 


6.3 PRINCIPAIS FUNGOS FILAMENTOSOS 


UTILIZADOS COMO SISTEMA DE EXPRESSÃO 


Fungos filamentosos são considerados excelentes hospedeiros para genes 


heterólogos que codificam proteínas de interesse biotecnológico (Tabela 
6.6). Isso se deve ao fato de esses fungos secretarem eficientemente enzi- 
mas para o meio de crescimento e realizarem modificações pós-traducionais 
necessárias para a atividade de muitas proteínas. Além disso, por poderem 
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se desenvolver em diferentes ambientes, eles podem ser cultivados em grande 
variedade de meios de cultura e em uma ampla faixa de temperaturas e pHs. 
Essa flexibililidade em relação às condições de crescimento facilita a aplica- 
ção dos fungos como produtores de proteínas em escala comercial. 


Tabela 6.6 Expressão heteróloga em fungos filimentosos 





FUNGO HOSPEDEIRO PROTEÍNA REFERÊNCIA 
Aspergillus niger var. Awamori Quimosina bovina Dunn-Coleman et al'!, Yoon et al? 
Aspergillus oryzae Quimosina bovina Yoon et al’ 
Trichoderma reesei Lacase (Melanocarpus albomyces) Kiiskinen et alë? 
Trichoderma reesei b-Glucosidase (Talaromyces emersonii) Murray et alt? 





Alérgeno de ácaros Der f 7 


56 
(Dermatophagoides farinae) Tonka sit 


Aspergillus oryzae 


Aspergillus niger Lisozima (clara de ovo) Archer et al! 





Trichoderma reesei Xilanase termofilica (Dictyoglomus thermophilum) Miyauchi et al? 


A utilização de fungos para gerar um produto biotecnológico exige o 
isolamento de linhagens hiperprodutoras. Por isso, é comum a realização de 
programas de melhoramento genético em linhagens promissoras. Visando a 
maximização da expressão e secreção das proteínas de interesse pelo fungo, 
diferentes parâmetros devem ser levados em consideração para a elaboração 
da estratégia de melhoramento (Tabela 6.7). 


Tabela 6.7 Etapas essenciais para a obtenção de um fungo hiperprodutor de proteínas de interesse biotecnológico 


1. Seleção e melhoramento da linhagem hospedeira 


2. Escolha do vetor de clonagem: plasmídeo replicativo ou integrativo 





3. Construção do cassete de expressão 
Promotor: constitutivo ou induzível 
Integração: aleatória ou sítio direcionada 


4. Desenvolvimento do protocolo de transformação 
e Técnicos: PEG-CoCI,, bombardeamento de partículas, eletroporação, 
transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens 
e Escolha do marcador para a seleção das colônias transformados: complementação 
de mutação auxotrófica ou marcador dominante 
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6.4 FATORES QUE DEVEM SER OBSERVADOS PARA 
A CONSTRUÇÃO DE UMA LINHAGEM DE FUNGO 
HIPERPRODUTORA DE PROTEINAS HETEROLOGAS 


6.4.1 Vetores 


Diferentemente das bactérias, os vetores usados para a transformação 
de fungos filamentosos são geralmente plasmídeos integrativos, i.e. não são 
capazes de realizar replicação autônoma no próprio fungo, sendo mantidos 
de maneira estável apenas se ocorrer integração em pelo menos um dos 
cromossomos. Há poucos relatos de transformação de fungos com plasmí- 
deos replicativos!”, pois, em geral, os plasmídeos naturais encontrados nesses 
organismos são mitocondriais e a maioria deles é linear?. Por isso, os veto- 
res utilizados para a transformação de fungos filamentosos normalmente são 
plasmídeos de origem bacteriana. Esses plasmídeos carregam uma origem de 
replicação bacteriana, o que permite a sua amplificação na bactéria, um gene 
que confere resistência a um antibiótico e uma região com diferentes sítios 
únicos de clivagem com enzimas de restrição, onde será introduzido o gene 
de interesse que será transferido para o fungo hospedeiro. 


6.4.2 Promotores 


Quando se deseja expressar um gene heterólogo em um fungo, é necessá- 
rio que esse gene esteja sob o controle de regiões reguladoras que possam ser 
reconhecidas eficientemente pela maquinaria de transcrição do fungo hospe- 
deiro. Então, depois da escolha do plasmídeo, a próxima etapa é a escolha 
do promotor, que poderá ser constitutivo ou induzível. A desvantagem de 
promotores constitutivos é que pode haver um acúmulo da proteína durante 
o desenvolvimento do fungo, levando à formação de agregados insolúveis 
ou até mesmo à morte dele. Uma desvantagem dos promotores induzíveis 
é a capacidade de repressão por determinados compostos como fontes de 
nitrogênio e carbono. Entre os promotores mais utilizados para a produção 
de proteínas comerciais estão o promotor do gene cbh1 (celobiohidrolase 
I) de Trichoderma reesei” e o promotor do gene glaA (glucoamilase) de 
Aspergillus niger var. Awamori*'. 

O fungo T. reesei é o principal produtor de celulases para fins indus- 
triais!* 9º, O gene cbh1 de T. reesei possui um promotor forte, que é induzido 
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por diferentes tipos de sacarideos, e este tem sido utilizado com frequéncia 
para a expressao de genes no proprio T. reesei, como também em outras 
espécies de fungos?” #. No entanto, a utilização do promotor do gene cbh1 
para a expressão de proteínas heterólogas tem como obstáculo o fato de que 
este promotor é controlado por repressão catabólica por meio da proteína 
repressora CreA*. Por isso, para melhorar a expressão de genes de celulases 
em T. reesei, os sítios de ligação de CreA, localizados no promotor do gene 
cbh1, foram substituídos por sítios de ligação do ativador transcricional 
ACEII e do complexo HAP2/3/5%. Com o objetivo de melhorar também 
a expressão de genes bacterianos em T. reesei, foi testada a adição de um 
ligante flexível de poliglicina e um ligante rígido a-hélice em uma construção 
envolvendo os genes cgh1 de T. reesei e e1 (endoglucanase) de Acidothermus 
cellulolyticus. Essa fusão entre o gene bacteriano e o do fungo teve como 
objetivo a estabilização da proteína para que ela fosse transportada sem a 
ocorrência de degradação. A modificação realizada no promotor do gene 
cbh1 resultou em aumento significativo da expressão do gene, tanto em 
meio indutor quanto em meio repressor. À introdução de um ligante rígido 
promoveu o aumento da termoestabilidade da proteína de fusão, mostrando 
que a expressão heteróloga em T. reesei pode ser drasticamente melhorada 
por meio de manipulação genética”. 

Uma estratégia utilizada com sucesso para o isolamento de promotores 
constitutivos para a expressão de genes heterólogos em T. reesei envolveu a 
análise de treze genes que codificam proteínas que participam do metabo- 
lismo da glicose. Esses genes foram analisados quanto aos níveis de mRNA 
em meio contendo alta concentração de glicose. Os resultados mostraram 
que os promotores dos genes pdc (piruvato descarboxilase) e eno (enolase) 
foram os mais eficientes, sendo, portanto, indicados para a expressão de 
proteínas heterólogas em T. reesei”. 


6.4.3 Linhagens hospedeiras 


Normalmente, a linhagem hospedeira escolhida deve ser capaz de trans- 
crição eficiente do gene de interesse, não provocar qualquer alteração 
da sequência de DNA heteróloga e traduzir e secretar o seu produto sem 
provocar modificações que interfiram na sua atividade. A linhagem de T. 
reesei QM6a é um exemplo de fungo explorado ao longo de mais de trinta 
anos devido à sua capacidade de secretar eficientemente enzimas hidrolí- 
ticas**. Essa linhagem é excelente produtora de celulases e foi melhorada 
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geneticamente por meio da utilização de diferentes estratégias envolvendo 
tratamento com agentes mutagênicos físicos e químicos, o que levou ao iso- 
lamento, entre outros, do mutante hiperprodutor RUT-C30 (Figura 6.3). A 
cepa QM6a de T. ressei, além de ser hiperprodutora de celulases, é uma das 
mais utilizadas para a produção de proteínas recombinantes*. No entanto, o 
emprego de mutagênese aleatória no melhoramento genético traz consigo a 
desvantagem da aquisição de mutações indesejáveis, pois não é possível dire- 
cionar as mutações no DNA. À análise da sequência do genoma do mutante 
RUT-C30 revelou a presença de mutações gênicas não detectadas anterior- 
mente, como pequenas deleções e inserções e a perda de mais de 100 kb em 
relação à linhagem selvagemº?: *?. Atualmente, com o desenvolvimento de 
plataformas de sequenciamento cada vez mais sofisticadas, tornou-se possí- 
vela obtenção rápida das sequências de genomas e a comparação entre eles, 
facilitando a localização de genes e a construção de linhagens geneticamente 
modificadas, obtendo-se, assim, uma via mais direta para o melhoramento 
genético de fungos. 

Às mutações indesejáveis resultantes do tratamento com agentes muta- 
gênicos podem ser eliminadas em etapas posteriores por meio de cruzamen- 
tos com a linhagem selvagem, onde são selecionados recombinantes com as 
características desejadas de hiperprodução de enzimas, mas sem as muta- 
ções deletérias. No entanto, até poucos anos não havia sido observada a 
presença do ciclo sexual na maioria das linhagens usadas para a produção 
de proteínas heterólogas. Sem dúvida alguma as análises das sequências de 
genomas têm revelado informações valiosas que permitem o conhecimento 
mais amplo da fisiologia e genética de fungos filamentosos. Uma dessas 
informações possibilitou a descrição do ciclo sexual em espécies de fungos 
exploradas comercialmente. A detecção de sequências relacionadas ao aca- 
salamento (locus Mat - mating-type) de fungos que até então não tinham o 
ciclo sexual descrito foi determinante para a busca dos pares sexualmente 
compativeis nas micotecas e para a elaboração de estratégia de cruzamento 
visando à indução do ciclo sexual. Em 2009, foi descrito o ciclo sexual 
de T. reesei, abrindo caminho para o uso deste no melhoramento genético 
do fungo, principalmente para a combinação de características diferentes 
que estejam presentes em duas linhagens distintas e para eliminação de 
mutações indesejáveis”. 

Uma característica que também deve ser levada em consideração para a 
escolha da linhagem hospedeira é se esta apresenta o status GRAS pela FDA. 
Fungos que são reconhecidos como GRAS podem ser aceitos mais facilmente 
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para a obtenção de produtos que irão ser consumidos ou para medicamen- 
tos, como T. reesei e Aspergillus niger. 


Trichoderma reesei QMBa 


Produtora de celulases (Mandel & Reese, 1957) 





| Mutagênese com luz ultravioleta 
& triagem para desrepressão catabólica 


Linhagem M7 


I Mutagénese com nitrosoguanidina 


Linhagem NG 14 


Mutagênese com luz ultravioleta e triagem para 
alta atividade de celulases e para 

l desrepressão catabólica em meio de cultura 
adicionado de 2-deoxi - D-glicose 


Linhagem RUTC3I0 
Hipercelulolitica 


Apresenta desrepressão catabólica 
(Montenecourt & Eveleigh, 1977a,b, 1979) 





Figura 6.3 Melhoramento de Trichoderma reesei para a obtenção de uma linhagem superprodutoras de celulases**. 
6.4.4 Marcador de seleção 


Uma etapa chave na construção de um sistema de expressão de proteínas 
heterólogas em fungos filamentosos é o estabelecimento de um protocolo 
de transformação. Para a elaboração desse protocolo deve ser observada a 
estratégia de seleção das colônias transformadas com o plasmídeo recom- 
binante, em que as mais usadas são: a complementação de uma mutação 
auxotrófica e a resistência a um antibiótico. Entre os marcadores utilizados 
para a triagem dos transformantes merece destaque o gene pyrG (oroti- 
dina-5'-monofosfato descarboxilase). Mutantes PyrG-, auxotróficos para a 
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uridina, podem ser facilmente isolados por meio de seleção positiva em meio 
de cultura contendo ácido-5-fluorótico (5-FOA)*. À utilização do gene pyrG 
como marcador mostrou-se eficiente em diferentes fungos, como T. reesei”, 
Aspergillus niger’ e Penicillium chrisogenum>. O uso de um gene dominante, 
como o hph (higromicina fosofotransferase) de Escherichia coli, é uma 
alternativa ao isolamento de um mutante. À higromicina inibe a síntese pro- 
teica na maioria dos fungos e o gene hph pode ser facilmente manipulado, 
passando a ser controlado por seguências reguladoras do próprio fungo e, 
assim, ser utilizado para a seleção das colônias transformadas. O gene hph 
foi empregado com êxito na transformação de fungos filamentosos, que são 
importantes secretores de proteínas heterólogas, como T. reesei' e A. niger**. 


6.4.5 Técnicas de transformação 


As técnicas mais comumente utilizadas para a transformação de fungos 
filamentosos sao: PEG-CaCl,** *º, bombardeamento de partículas?*, eletro- 
poração** e transformação mediada por Agrobacterium tumefasciens'’. A 
PEG-CaCl, tem a vantagem de não exigir qualquer aparelho específico para 
a sua utilização, podendo ser facilmente executada em um laboratório de 
porte médio ou pequeno. No entanto, o número de protocolos publicados 
para a transformação de diferentes espécies de fungos com A. tumefaciens 
tem crescido muito nos últimos anos. Uma das vantagens da transformação 
com A. tumefaciens em relação aos métodos tradicionais é a possibilidade 
de utilização de diferentes tipos de estruturas fúngicas, como micélio’, espo- 
ros*º e corpos de frutificação*. Além disso, T-DNA é estavelmente mantido 
no fungo e um baixo número de cópias do gene de interesse é normalmente 
integrado no genoma. À última característica não é desejável se o objetivo 
é introduzir alto número de cópias do gene exógeno, uma vez que já foi 
demonstrado que o T-DNA normalmente está presente em apenas uma cópia 
em grande parte das colônias transformadas obtidas a partir do emprego da 
A. tumefaciens”. 

Um sistema de transformação eficiente é necessário não apenas para 
introduzir o gene de interesse sob o controle de um promotor forte em uma 
linhagem hospedeira, mas também para inativar genes cujo produto possa 
ser um empecilho à maximização da produção da proteína, como genes que 
codificam proteases. Já foi desmonstrado em mais de uma espécie que a ina- 
tivação de genes que codificam proteases aumenta o nível da produção de 
proteínas heterólogas”. A substituição de um gene funcional por uma cópia 
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inativa pode ser conseguida por troca génica transformando-se o fungo com 
uma cópia inativada do gene de interesse, como um gene interrompido pelo 
gene marcado de seleção, e posterior triagem das colônias transformadas em 
meio seletivo (Figura 6.4). 


Gene que codifica 
uma protease 


Gene marcador de seleção 
Ex: gene hph que confere 
resistência ao antiblórico 
higromicina 


Cromossoa da linhagem hospedeira 





Cassete de inativação 
mm" 


7 — Recombinação homóloga 
res 
| ~—* Gene funcional 


> Gene inativado 


Figura 6.4 Inativação sítio-dirigida de um gene que codifica uma protease. 


6.4.6 Outros fatores 


Vários fatores, além da presença de proteases, podem dificultar a secreção 
eficiente de proteínas heterólogas em fungos. Pesquisas sobre produção de 
proteínas heterólogas em Aspergillus orizae demonstraram que a autofa- 
gia é um fator que limita a produção?!. Com o objetivo de comprovar esse 
efeito negativo e obter linhagens melhoradas, genes que codificam proteínas 
relacionadas à autofagia foram inativados“. Além disso, nesses mutantes foi 
introduzido um cassete contendo o gene que codifica a quimosina bovina. 
Os resultados mostraram que as linhagens deficientes na autofagia apresen- 
taram maior produção de quimosina. No entanto, a interferência na auto- 
fagia resultou em diminuição na esporulação, fazendo com que os autores 
procurassem produzir cassetes em que os genes relacionados à autofagia 
ficassem sob o controle de um promotor induzivel®. 

Um empecilho importante à síntese e secreção eficiente de proteínas 
de mamíferos em fungos filamentosos é a ausência nestes de sistemas de 
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glicosilação complexos. As alterações necessárias para a obtenção de uma 
linhagem hospedeira capaz de realizar os perfis de glicosilação exigidos para 
a produção de proteínas de mamíferos estão sendo analisadas*, mas as pes- 
quisas voltadas nessa direção estão apenas no início e ainda há longo cami- 
nho a ser percorrido. 


6.5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 


O presente capítulo ilustrou a importância de leveduras e fungos filamen- 
tosos na produção de proteínas heterólogas. Diversas ferramentas molecu- 
lares já estão disponíveis para manipulação gênica desses microrganismos, 
sendo alguns protocolos disponibilizados aqui. Atualmente, diversas proteí- 
nas heterólogas são produzidas em escala industrial usando esses sistemas. 
Fungos filamentosos são amplamente utilizados na produção de hidrolases, 
enquanto leveduras são utilizadas na produção de diversos tipos de pro- 
teínas, inclusive algumas com padrão de glicosilação humano. Protocolos 
recentes tem focado na maior eficiência de transformação e desenvolvimento 
de cepas estáveis para garantir o escalonamento do bioprocesso. 
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Baculovírus são vírus de insetos usados como ferramentas biotecnológicas 
em diferentes áreas. Esses vírus são usados no controle biológico de inse- 
tos-praga, pois são específicos a uma ou poucas espécies relacionadas!?. São 
também usados como um dos mais versáteis vetores de expressão de proteínas 
recombinantes em células de eucariotos (insetos) e possíveis vetores de terapia 
génica*. O controle de insetos-praga tem sido feito predominantemente com 
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uso de inseticidas químicos. Entretanto, existe uma tendência em reduzir os 
investimentos e consumo desses produtos químicos, uma vez que os insetos 
desenvolvem resistência aos seus princípios ativos, além das fortes pressões 
sociais para a conservação ambiental’. Diante de tais limitações, o interesse 
pela pesquisa de inseticidas alternativos tem crescido, como por exemplo, os 
bioinseticidas que utilizam produtos à base de vírus, principalmente os bacu- 
lovírus*. Entre os vírus de inseto, os baculovírus são os mais estudados e 
utilizados para controlar insetos-praga. A família Baculoviridae compreende 
vírus capazes de infectar diversas espécies de inseto. Foram relatadas mais 
de setecentas espécies infectadas naturalmente por baculovírus, sendo que 
90% dos baculovírus foram isolados a partir de espécies da ordem Lepidop- 
tera”, embora possam ser encontrados em outras ordens, como Díptera e 
Hymenoptera’. Até 2006, a família Baculoviridae era dividida em dois gêne- 
ros: os Nucleopolyhedrovirus, ou vírus da poliedrose nuclear (NPV), e os 
Granulovirus, ou vírus da granulose (GV)2. Atualmente (Figura 7.1), essa famí- 
lia é dividida em quatro gêneros: Alphabaculovirus, que são NPVs de Lepi- 
dópteros; Betabaculovirus, que são GVs de lepidópteros; Gammabaculovirus, 
que são NPVs de himenópteros, e Deltabaculovirus, que são NPVs de dípte- 
rost**. Análises comparativas das sequências de diferentes genes baculoviriais 
subdividem os Alphabaculovirus em grupo 1 e grupo I!'% 11,12, 

O genoma dos baculovírus é composto de ácido desoxiribonucleico 
(DNA) circular, fita dupla, apresentando tamanho acima de 80 mil pares de 
bases (pb) e envolto por um capsídeo proteico em forma de bastonete, que 
por sua vez constitui a unidade infectiva do vírus, denominado nucleocapsí- 
deo!*!*. Até o momento, quase cem genomas de baculovírus estão disponí- 
veis no banco de dados do National Centre for Biotechnology Information 
(NCBI)*!®. Os genomas dos baculovírus codificam entre 90 e 181 genes em 
suas duas fitas, sendo o menor genoma até o momento sequenciado o do 
deltabaculovírus Neodiprion lecontei nucleopolyhedrovirus (NeleNPV), com 
81.755 pares pb, e o maior, o betabaculovírus Xestia c-nigrum granulovirus 
(XnGV) com 178.733 pb!*!7. Até o momento, 37 genes com ortólogos alta- 
mente conservados (denominados de genes core, ou centrais) e mais de 895 
possíveis genes diferentes nos vários genomas de baculovírus sequenciados 
foram identificados'*'’. Os genes core sao divididos em genes envolvidos na 
replicação, transcrição, montagem e liberação das partículas virais, parada 
do ciclo celular/interação com proteínas celulares, fatores de virulência e 
infectividade oral'®. 


* Ver <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/>. 


Baculovírus para Expressão de Proteínas Recombinantes em Células de Insetos 257 


Alphabaculovirus Grupol || p AcMNPV* 


RoMNPV 
E |e  qÊ- a 
~ MavMNPV 


Betabaculovirus 


x 





Gammabaculovirus 


Jx 


Deltabaculovirus 








od o dos XeGV 





CuniNPV* | E 


Figura 7.1 Filogenia da família Baculoviridae baseado no trabalho de Jehle et al.® Arvore de Neighbour-Joining foi obtida a partir do 
alinhamento de proteínas codificadas pelos 37 genes compartilhados por todos os baculovirus completamente sequenciados®"”. Com 
base nessa árvore, os baculovírus são agrupados em quatro diferentes gêneros: Alphabaculovirus (NPV que infectam Lepidoptera — À e 
B), Betabaculovirus (GVs que infectam Lepidoptera — C), Gammabaculovirus (NPVs que infectam Hymenoptera — D) e Deltabaculovirus 
(NPV que infecta Diptera — E). Alphabaculovirus são subdivididos em grupo | (A) e grupo II (B). Acima à esquerda, está retratada a 
relação filogenética entre todas as espécies de baculovírus completamente sequenciados, com os gêneros identificados por cores e por 
legenda. Espécies-tipo que estabilizam os quatro táxons estão destacadas com asterisco na árvore maior. Todos os ramos apresentam 
valor de bootstrap superior a 70% (dado não mostrado). Os nomes das espécies de baculovírus utilizados para a confecção desta figura 
e os números de acesso dos seus genomas estão descritos na Tabela 7.1. 
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Tabela 7.1 Espécies de baculovírus cujos genomas foram utilizados para confecção da árvore filogenética mostrada na Figura 7.1. À 
tabela também mostra o número de acesso do genoma viral no Genbank (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 




















NOME DO ViRUS ACESSO 
Alphabaculovirus 
GRUPO | 

AnpeNPV-L2 Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus L2 EF207986 
AgMNPV Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus DQ813662 

AcMNPV Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus 122858 

BmNPV-T3 Bombyx morimultiple nucleopolyhedrovirus T3 133180 
CEDEFMNPV Choristoneura fumiferana defective multiple nucleopolyhedrovirus A327402 
CFMNPV Choristoneura fumiferana multiple nucleopolyhedrovirus AF512031 
ChocNPV Choristoneura occidentalis nucleopolyhedrovirus KC961303 
ChroNPV Choristoneura rosaceana nucleopolyhedrovirus KC961304 
EppoNPV Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus AY043265 
HycuNPV Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus AP009046 
MaviMNPV Maruca vitratamultiple nucleopolyhedrovirus EF125867 
OpMNPV Orgyia pseudotsugatamultiple nucleopolyhedrovirus OPU75930 
PhcyNPV Philosamia cynthia ricininucleopolyhedrovirus JX404026 
PlxyMNPV Plutella xylostella multiple nucleopolyhedrovirus DQ457003 
RoMNPV Rachiplusia ou multiple nucleopolyhedrovirus AY145471 
ThorNPV Thysanoplusia orichalceanucleopolyhedrovirus JX467702 

GRUPO II 

AdhoNPV Adoxophyes honmai nucleopolyhedrovirus AP006270 
AdorNPV Adoxophyes orana nucleopolyhedrovirus EU591746 
AgipNPV Agrotis ipsilon multiple nucleopolyhedrovirus EUB39994 
AgseNPV Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus DQ123841 
ApciNPV Apocheima cinerarium nucleopolyhedrovirus FI914221 
ChchNPV Chrysodeixis chalcites nucleopolyhedrovirus AY864330 
CIbiNPV Clanis bilineata nucleopolyhedrosis DQ504428 
EcobNPV Ecotropis obliqua nucleopolyhedrosis 0Q837165 
EupsNPV Euproctis pseudoconspersa nucleopolyhedrovirus FJ227128 
HoMNPV Helicoverpa armigera multiple nucleopolyhedrovirus EU730893 
HzSNPV Helicoverpa zea single nucleopolyhedrovirus AF334030 





HaNPV-64 Heliocoverpa armigera nucleopolyhedrovirus G4 AF271059 
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NOME DO VÍRUS ACESSO 
HespNPV Hemileuca sp. Nucleopolyhedrovirus KF158713 
LeseNPV Leucania separatanucleopolyhedrovirus AY394490 
LdMNPV Lymantria dispar multiplenucleopolyhedrovirus AF081810 
LyxyMNPV Lymantria xylina multiplenucleopolyhedrovirus 60202541 
MbMNPV Mamestra brassicaemultiplenucleopolyhedrovirus JQ798165 
MacoNPV-A 90/2 Mamestra configurata nucleopolyhedrovirus - A 90/2 MBU59461 
OrleNPV Orgyia leucostigma nucleopolyhedrovirus EU309041 
SeMNPV Spodoptera exigua multiple nucleopolyhedrovirus AF169823 
SFMNPV-19 Spodoptera frugiperdamultiplenucleopolyhedrovirus 19 £U258200 
SpliNPV-G2 Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus G2 AF325155 
SpliNPV-II Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus || EU780426 
TnSNPV Trichoplusia ni single nucleopolyhedrovirus DQ017380 
Betabaculovirus 
AdorGV Adoxophyes orana granulovirus AF547984 
AgseGV Agrotis segetum granulovirus AY522332 
Choc6V Choristoneura occidentalis granulovirus DQ333351 
ClanGV Clostera anachoreta granulovirus HQ116624 
Cal6V Clostera anastomosis granulovirus KC179784 
CrleGV Cryptophlebia leucotreta granulovirus AY229987 
(p6V Cydia pomonella granulovirus U53466 
EpapGV Epinotia aporema granulovirus JN408834 
HaGV Helicoverpa armigera granulovirus EU255577 
PhopGV Phthorimaea operculella granulovirus AF499596 
Pira-E3 Pieris rapae granulovirus E3 GU111736 
PlxyGV Plutella xylostella granulovirus AF270937 
PsunGV Pseudaletia unipuncta granulovirus £U678671 
SpliGV Spodoptera litura granulovirus 0Q288858 
XcGV Xestia c-nigrum granulovirus AF162221 
Gammabaculovirus 
NeabNPV Neodiprion abietis nucleopolyhedrovirus DQ317692 
NeleNPV Neodiprion lecontei nucleopolyhdrovirus AY349019 
NeseNPV Neodiprion sertifer nucleopolyhdrovirus AY430810 
Deltabaculovirus 
CuniNPV Culex nigripalpus nucleopolyhdrovirus AF403738 
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O baculovírus mais estudado no nível molecular até o momento é o Autographa 
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), que foi descrito primei- 
ramente na década de 1970". O genoma do AcMNPV foi o primeiro genoma 
de baculovírus a ser sequenciado™, o que facilitou os estudos da composição 
do genoma desse vírus comparado a outros organismos, e se tornou a base 
de estudos da diversidade dos baculovírus*. Este vírus foi primeiramente iso- 
lado da lagarta Autographa californica e é capaz de infectar diferentes inse- 
tos da ordem Lepidoptera. O principal modelo de estudo hoje associado ao 
AcMNPV é a infecção de cultura de células de inseto derivadas de Spodoptera 
frugiperda e Trichoplusia ni (Figura 7.2)2122, Por ser a espécie-tipo, o modelo de 
replicação de AcMNPV é caracterizado e aceito como modelo para os outros 
baculovírus. Entretanto, outro baculovírus, o Anticarsia gemmatalis multiple 
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), é o baculovírus empregado no maior pro- 
grama de utilização viral para controle biológico de uma praga, e foi estabele- 
cido no Brasil para o controle da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis}. 





Figura 7.2 Micrografia de luz de células de inseto em cultura. As fotos mostram células derivadas de Trichoplusia ni (BTI-Tn-581-4) 
(foto ù esquerda) e Sodoptera frugiperda (IPLB-SF21-AE) (foto à direita) não infectadas. 


Uma peculiaridade dos baculovírus é a produção de dois tipos de vírus 
fenotipicamente distintos durante a infecção: os vírus extracelulares (Figura 
7.3), também conhecidos como BV (budded viruses), e os vírus derivados 
da oclusão, conhecidos como ODV (occlusion derived virus), que são envol- 
tos por uma matriz cristalina composta principalmente por uma proteína, 
formando um corpo de oclusão (OB), que também é denominado de polie- 
dro ou grânulo (Figura 7.3), dependendo do gênero?. Nestes, um ou vários 
nucleocapsídeos estão imersos em uma matriz proteica cristalina. 
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Figura 7.3  Fenótipos virais produzidos durante a infeção de células de inseto por baculovírus. A) Detalhe de parte do citoplasma de 
uma célula de inseto motrando o brotamento da forma BV do baculovírus AgMNPV (setas). B) Formação de um corpo de oclusão no 
núcelo de uma célula de inseto infectada pelo AgMNPV. Obervar várias partículas de ODV sendo ocluídas no corpo de oclusão (setas). 


A replicação dos baculovirus caracteriza-se pela produção de dois tipos de 
progênies infecciosas, citados anteriormente, apresentando funções diferen- 
tes, porém, necessárias para a sua propagação natural”. A lagarta libera as 
partículas virais ao alimentar-se de partes de planta hospedeira contaminada 
com os OB presentes no meio ambiente, e estes OB serão solubilizados em seu 
intestino médio, que possui um pH alcalino (variando de 9,5 a 11,5). Essas 
partículas darão início à infecção denominada primária, de maneira que as 
partículas virais atravessam a membrana peritrófica e os nucleocapsídeos 
virais se fundem às membranas das microvilosidades das células colunares 
do intestino médio, mediada por receptores presentes no envelope lipopro- 
teico das células?*2º. Em seguida, os nucleocapsídeos são transportados via 
citoesqueleto até penetrarem nos poros nucleares, atingindo o núcleo, onde o 
material genético viral é liberado, dando início à transcrição dos genes virais 
e à replicação do seu genoma. Novos nucleocapsídeos são, então, produzidos 
e transportados para a região basolateral das células colunares do intestino 
médio, sendo, em seguida, liberados para infectar células do sistema traqueal 
ou se disseminar pela hemolinfa do inseto hospedeiro?*?”. 

Durante a infecção, o inseto fica debilitado, perdendo sua capacidade 
motora e de alimentação. Ocorre também o clareamento da epiderme, devido 
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ao acúmulo de vírus no núcleo das células epidermais e adiposas, além de 
afetar o desenvolvimento da larva, detendo seu crescimento”. Quando a 
larva do inseto infectada pelo vírus morre, o seu tegumento se desinte- 
gra facilmente, liberando grande quantidade de OB (Figura 7.4) no meio 
ambiente, servindo de inóculo para infectar outros insetos hospedeiros””. 





Figura 7.4 Micrografia de luz de células de Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4) infectados pelo AcMNPV (72 h.p.i.). Observar a grande 
quantidade de corpos de oclusão dentro e fora dos células infectadas. 


Uma vez iniciado o processo de infecção, a expressão gênica ocorre, orde- 
nadamente, em cascata*»?, indicando um controle em nível transcricional, no 
qual os genes expressos em uma classe temporal regulam os genes expressos 
na fase subsequente”! (Figura 7.5). À expressão gênica viral pode ser divi- 
dida em dois estágios principais: a etapa precoce (fase early), caracterizada 
pelos eventos que precedem à replicação do DNA viral, e a etapa tardia (fase 
late), caracterizada pela expressão de genes pós-replicação do DNA viral?!. 
Essas fases podem ser subdivididas em fase precoce imediata (immediately 
early), na qual os genes são expressos nas primeiras horas de infecção, e 
fase muito tardia (very late), que representa os genes que são expressos após 
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dezoito horas de infecção. A fase imediata se inicia a partir de aproximada- 
mente vinte minutos até oito horas pós-infecção e corresponde basicamente 
a fatores de transcrição, bem como a proteínas pertencentes à maquinaria 
de replicação viral”. Quando o DNA viral começa a ser replicado, inicia-se 
a fase tardia. Nessa fase, há intensa produção de proteínas responsáveis pela 
construção de partículas virais extracelulares (BV). Essa fase se estende até 
18-24 horas pós-infecção (h.p.i.)”. Na última fase da infecção, a poliedrina, 
uma proteína de aproximadamente 30 KDa, é largamente produzida”. A 
poliedrina é a principal constituinte do corpo de oclusão (poliedro nos NPV, 
Figuras 7.3 e 7.6) que, ao ser ingerido pelo inseto, é dissolvido no intestino 
médio devido ao pH alcalino”. Ela compreende mais de 95% de todas as 
proteínas do corpo de oclusão”. Devido à sua alta produção, a região do 
gene da poliedrina é utilizada para a construção de baculovírus recombinan- 
tes como vetor de expressão!*. 
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Figura 7.5 Ciclo de infecção de um baculovírus em uma célula de inseto. A forma BV dos baculovirus entra na célula por endocitose, e 
a membrana viral se funde com a membrana do endossomo devido à diminuição do pH. À partícula viral é, então, endereçada ao núcleo, 
onde o ácido nucleico é liberado e reconhecido pela maquinaria de transcrição celular. A fase precoce de expressão (“early”) começa 
com a transcrição de genes reconhecidos pela RNA polimerase celular (1) e vai até seis horas pós-infecção (p.i.). A partir de seis até 18 
h.p.i., ocorre a fase tardia (2), com a replicação do DNA viral e montagem de novas partículas virais que saem da célula por brotamento, 
formando novos BV. À fase muito tardia ocorre a partir de 18 h.p.i., com a produção de partículas ODV que são ocluídas em uma matriz 
protéica no núcleo da célula, formando os poliedros (3). 
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Os sistemas de expressão baseados em baculovírus e células de inseto 
são usados para produzir proteínas durante a infecção de larvas ou culturas 
estabelecidas de células de insetos. Historicamente, uma das mais vantajo- 
sas características do sistema de expressão em baculovírus é o fato de que 
as proteínas são processadas em células de eucariotos!**. Proteínas sob o 
controle do forte promotor da poliedrina (Polh) e o promotor do polipeptí- 
deo fibroso de 10 KDa (P10), são ambos ativos na fase tardia da infecção, e 
quando usados para conduzir a expressão de proteínas heterólogas podem 
resultar na acumulação de mais de 50% das proteínas totais produzidas pela 
célula. Este sistema tem sido considerado excelente fonte para produção 
de glicoproteinas recombinantes*’. As proteínas recombinantes são correta- 
mente dobradas e pós-transducionalmente modificadas pela fosforilação e 
glicosilação. Entretanto, uma limitação importante quanto à produção de 
glicoproteínas no sistema baculovírus em células de insetos é a falta de tipos 
complexos de N-glicanos, contendo resíduos de ácidos sidlicos terminais**. 
Apesar disso, trabalhos têm demonstrado que proteínas glicosiladas de enve- 
lope de vírus de vertebrados, produzidas neste sistema, possuem atividade 
antigênica e imunogênica eficaz em suas propriedades de proteção”. 

A utilização de baculovírus como ferramenta para expressão de proteí- 
nas heterólogas surgiu a partir do desenvolvimento da tecnologia do DNA 
recombinante nas décadas de 1970 e 1980%”. Desde então, milhares de proteí- 
nas de interesse agronômico, médico e para pesquisa básica foram expressas 
em células de inseto. Sua ampla utilização como vetores de expressão de 
proteínas oriundas de diferentes organismos** possibilitou o seu estudo como 
possíveis candidatos a vetores de terapia gênica por serem capazes de pro- 
mover infecção e incapazes de se replicar em células de mamiíferos*?. Baculo- 
vírus são considerados seguros para a manipulação humana, especialmente 
se tratando de testes in vitro. Ao contrário dos vírus humanos, os baculoví- 
rus são incapazes de se replicar em células de mamíferos devido à ausência 
de ou limitada transcrição de seus principais genes reguladores. Na maioria 
dos casos, os genes do AcMNPV ou não são expressos ou são expressos em 
um nível extremamente baixo”?. Após a entrada em células de mamíferos, 
os baculovírus produzem pouca ou nenhuma citotoxicidade microscopica- 
mente observável, mesmo utilizando uma alta multiplicidade de infecção (do 
inglés, multiplicity of infection, MOI)”. Sua ampla utilização como vetores 
de expressão de proteínas oriundas de diferentes organismos!* possibilitou a 
ampliação de sua gama de aplicações em biotecnologia não apenas como um 
agente de controle biológico, mas também como vetores de expressão e de 
agentes de entrega de gene in vivo e aplicações ex vivo (como na medicina 
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regenerativa e transdução de células-tronco). O uso de baculovírus foi apro- 
vado pela European Medicines Agency (EMEA) para a produção de vacinas, 
o que abriu caminho para o uso de baculovírus também em terapia gênica. 
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Figura 7.6 Micrografia eletrônica de uma preparação purificada de corpos de oclusão (poliedro) de um baculovirus isolados de larvas 
de Bombyx mori. A seta indica um corpo de oclusão parcialmente formado. 


7.2 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


7.2.1 Transdução de baculovirus em células de mamiferos 


Originalmente, os baculovírus eram vistos como capazes somente de infec- 
tar insetos e culturas de células derivadas de insetos. Entretanto, pesquisa- 
dores mostraram que baculovírus podiam ser internalizados por células de 
vertebrados”. Em 1985, a entrada de baculovírus em células de vertebrados 
foi confirmada, e foi demonstrado que existe expressão, em níveis mínimos, 
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de um gene repórter sob o comando dos promotores do gene polh e do vírus 
do sarcoma de Rous, nessas células**. Em nenhum desses estudos, contudo, 
foi detectada replicação viral. Somente na década seguinte foi mostrado pela 
primeira vez que um baculovírus recombinante contendo um promotor do 
vírus citomegalovírus (CMV), comandando a expressão de um gene repórter, 
era capaz de transduzir células hepáticas humanas e promover a expressão 
de uma proteína repórter (luciferase). Também foi demonstrada a expressão 
da proteína B-galactosidase em hepatocitos, pela transducao por um baculo- 
virus recombinante contendo um cassete génico com o gene f-galactosidase 
(lacZ) sob o comando da região promotora de repetição longa terminal 
(long terminal repeat — LTR) do virus do sarcoma de Rous (Rous sarcoma 
virus — RSV), indicando que o virus pode transduzir eficientemente células de 
mamíferos**. À partir de então, mais de quarenta tipos de células de mamí- 
feros, cuja origem varia de suínos, roedores e mamíferos em geral ao ser 
humano, foram transduzidas por baculovírus. Por exemplo, células de mamí- 
feros, tais como CHO (derivadas de ovário de hamster chinês), CV-1 (deri- 
vadas de rim de macaco), HeLa (derivadas de um câncer cervical humano), 
293 (de rim humano), Cos (derivadas de rim de macaco), BHK (de rim de 
hamster), fibroblastos humanos”, células neurais*’, células de ilhotas pan- 
creáticas”? foram transduzidas por baculovírus. Muitas linhagens de células 
normalmente utilizadas, bem como culturas primárias, são eficientemente 
transduzidas*!. Diferenças no grau de expressão de genes heterólogos em 
diferentes tipos celulares suscetíveis parecem não resultar da capacidade do 
vírus em ser internalizado pelas células-alvo, mas sim por eventos subsequen- 
tes à entrada do vírus nas células, uma vez que tipos celulares apresentando 
variados níveis de expressão de genes exógenos internalizam quantidades 
similares de vírus**. A transdução de baculovírus não é considerada tóxica 
para células de mamíferos e tampouco representa qualquer influência nega- 
tiva ao crescimento celular, mesmo em alta multiplicidade de infecção***º. O 
mecanismo de entrada e o destino de baculovírus em células de mamíferos 
ainda não estão totalmente elucidados, embora alguns estudos tenham sido 
realizados para tentar esclarecer tais questões. Em trabalhos realizados com 
hepatócitos de ratos, cultivados na presença de colágeno em meio contendo 
dimetilsulfóxido (DMSO) para a formação de aglomerados celulares, apenas 
as células periféricas foram transduzidas com baculovírus*!. Após tratamento 
com ácido tetracético etileno glicol (EGTA), com o objetivo de se desfazer 
as junções celulares oclusivas, células internamente localizadas nos aglome- 
rados também foram transduzidas. Tais resultados sugerem que baculoví- 
rus transduzem hepatócitos através da superfície basolateral, o que deve ser 
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considerado quando tratar-se de entrega gênica in vivo em epitélios polariza- 
dos. Como em células de insetos, a glicoproteína do envelope viral, GP64, 
tem papel essencial na ligação do vírus a células de mamíferos, bem como 
no escape da vesícula endossomal*. No citoplasma, é possível que os nucleo- 
capsídeos induzam a formação de filamentos de actina que, provavelmente, 
transportam as partículas virais para o núcleo“. Em células eficientemente 
transduzidas, baculovírus recombinantes contendo a proteína GFP (green 
flurescent protein) fusionada a uma proteína do capsídeo foram detecta- 
dos no núcleo quatro horas após transdução**. Embora o argumento de que 
o escape endossomal por baculovírus em células de mamíferos seja crucial 
para a transdução*, evidências sugerem que um maior impedimento à trans- 
dução recai preferencialmente no tráfego celular ou na importação nuclear 
de capsídeos virais“. Portanto, baculovírus recombinantes representam uma 
ferramenta biotecnológica poderosa para a entrega de genes de interesse em 
células de mamíferos, e também possuem várias vantagens, especialmente 
quando a transdução viral é comparada com a forma mais comumente utili- 
zada de entrega gênica, transfecção por lipossomos*. 

Vetores baculovirais distinguem-se de vetores convencionais, já que, dife- 
rentemente de outros vetores virais de células de mamíferos, não sofrem repli- 
cação no interior da célula e não possuem toxicidade celular conhecida”. 
Essas características os tornam, portanto, mais seguros que vetores convencio- 
nais. Além disso, como vetores de transferência gênica, baculovírus possuem 
algumas vantagens adicionais: a capacidade de abrigar grandes inserções de 
DNA exógeno, altos níveis de expressão, modificações pós-traducionais preci- 
sas, manipulação simples e altas titulações virais (até 10’? pfu/mL). 

Baculovírus recombinantes contendo promotores ativos em células 
de mamíferos, tal como o promotor CMV, são também conhecidos como 
BacMan. Uma limitação desses recombinantes é que, durante a etapa em 
células de inseto, previamente à transdução de células de mamíferos, não 
fornecem informação sobre se o transgene será expresso corretamente, pois 
promotores ativos em células de mamíferos não possuem atividade satisfa- 
tória em células de inseto. Promotores binários, como o ETL (early to late) 
de baculovirus e o WSSV ie1 de um Whispovírus causador da síndrome 
da mancha branca (o white spot syndrome virus — WSSV) de camarões 
peneídeos, têm sido estudados para contornar essa deficiência, e têm mos- 
trado aplicações potenciais para a entrega gênica em células de mamíferos, 
mediada por baculovírus**. Também é preciso levar em conta, como limita- 
ção, a natureza transiente de expressão em células de mamíferos, que geral- 
mente dura sete dias, decaindo rapidamente após este período. Entretanto, 
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o nível de expressão pode ser aumentado e prolongado por superinfecção””. 


À introdução de baculovírus em mamíferos leva à inativação do vírus pelo 
sistema complemento sanguíneo». Este problema pode ser evitado pelo 
uso de fatores que impedem o sistema complemento de atuar***º, evitando-se 
a exposição ao complemento”? ou usando-se o vírus em áreas imunoprivile- 
giadas como o olho? e o cérebro”, que não estão sujeitos à resposta imune 
ou inflamatória. Atualmente, baculovírus têm produzido resultados promis- 
sores in vivo na entrega gênica para o sistema nervoso central, por exemplo 
inibindo o crescimento de células de gliomas em modelos animais”. 


7.2.2 Baculovirus e o sistema imune de mamiferos 


Baculovírus (AcMNPV e AgMNPV) demonstraram capacidades imunoes- 
timulatórias para induzir a expressão ou promover a liberação de diversas 
citocinas inflamatórias em modelos murinos e em células de mamífero. Esta 
propriedade é mediada pela resposta imune inata, como macrófagos e ati- 
vação do sistema complemento através da via clássica de ativaçãoć> 7°. As 
principais citocinas produzidas pela presença dos baculovírus são: fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-a)” e interferons do tipo I (IFN-o/B)”, ambos 
contribuindo para a resposta inflamatoria local e defesa antiviral, respecti- 
vamente. Estas citocinas proinflamatórias e IFN Tipo-I sao produzidas atra- 
vés de vias de ativação dependentes e independentes do receptor toll-like9 
(toll-like receptor, TLR-9V 7. Depois de ser injetado no organismo, o AcM- 
NPV pode provocar significativa resposta imune inata, modulando o sistema 
imunológico de camundongos in vivo e in vitro. 

Esta propriedade tem sido explorada para proteger cobaias de um desafio 
letal com o vírus da encefalomiocardite”* e o vírus da gripe”. O AcMNPV 
pode ainda induzir imunidade adaptativa, caracterizada como uma resposta 
imune específica contra os produtos dos genes virais, tanto o gene heteró- 
logo expresso nas células ou genes virais do próprio baculovírus como ante- 
riormente mostrado para o gene p39%7. 

A inoculação nasal dos baculovírus AcMNPV e AgMNPV em camun- 
dogos (fenótipos BV e OB) mostrou uma reação inflamatória leve nos pul- 
mões, sem alterações na arquitetura do tecido, com um pequeno aumento 
da migração celular e sem produção de citocinas nos pulmões”. Células 
dendríticas derivadas da medula óssea (bone marrow-derived dendritic 
cells - BMDC) após a infecção por ACMNPV demonstraram uma expressão 
estimulada (up-regulated) do complexo principal de histocompatibilidade 
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(major histocompatibility complex -— MHC) classe I e II, moléculas de coes- 
timulação, e produção de citocinas proinflamatórias (interleucina 6, IL-6; 
interleucina 12, IL12p70; e TNF-a) e IFN-a”. Com base nestes resultados, 
os autores do trabalho sugeriram que as células dendriticas infectadas pelo 
baculovirus induzem a resposta imune não específica e que o baculovírus 
pode ser usado como um agente de imunoterapia ou com alguma abor- 
dagem em relação às vacinas, como adjuvantes”. Em outro trabalho, foi 
mostrado que o tratamento de camundongos com uma única injeção de 
AcMNPV antes do desafio letal utilizando o vírus da doença da febre aftosa 
(foot and mouth disease virus - FMDV) resultou na anulação completa da 
mortalidade e remissão da viremia*?. Os autores concluíram que AcMNPV 
poderia ser uma valiosa ferramenta para melhorar o desenho de uma nova 
vacina e agir como adjuvante. Várias estratégias de vacinas baseadas no 
baculovirus ACMNPV estado sendo testadas*!*’. Os resultados desses siste- 
mas mostram que AcMNPV é um candidato seguro e eficaz, com potencial 
para ser um sistema de entrega de vacinas. O baculovírus também pode ser 
usado como adjuvante de imunização, promoção da potencialização da res- 
posta adaptativa humoral e de células T CD8 (células citotóxicas do sistema 
imunológico que possuem a glicoproteína CD8 em sua superfície) contra 
proteínas coadministradas além de aumentar a maturação das células den- 
dríticas e os níveis de citocinas inflamatórias**. Recentemente, um estudo 
desenvolvido na Universidade de Brasília” mostrou que AZMNPV em ambos 
os fenótipos (BV ou OB) é capaz de aumentar a proliferação de células do 
baço e de estimular uma resposta imune celular, com o envolvimento de 
macrófagos e células Th1 (subgrupo de linfócitos que participa da resposta 
imunológica adaptativa). 


7.3 VETORES BASEADOS NO BACULOVÍRUS 
ACMNPV PARA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 
HETERÓLOGAS EM CÉLULAS DE INSETOS 


O sistema de expressão baseado em vetores de baculovírus (baculovirus 
expression vector — BEV) é utilizado, principalmente, para a expressão de pro- 
teínas eucarióticas, pois são seguros e possuem promotores fortes, como os dos 
genes p10 (gene da proteína fibrosa de 10 kDa dos baculovírus) e poliedrina 
(polh), responsáveis pelos níveis elevados de expressão de proteínas recombi- 
nantes em células de inseto. Além disso, as proteínas recombinantes, expressas 
em células de inseto infectadas por baculovírus recombinantes, são capazes 
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de produzir proteínas, em sua maioria biologicamente ativas e com proces- 
samento pós-traducional de uma célula eucariótica*» *º. Enfim, a tecnologia 
BEV combina a autenticidade da proteína de organismos eucarióticos com a 
eficiência dos sistemas baseados em micro-organismos”. 

A tecnologia para a construção de vetores baseados em baculovírus é 
feita com base em plasmídeos de transferência. Dessa forma, é realizada 
manipulação do genoma de um baculovírus utilizando duas estratégias 
principais: (1) via recombinação homóloga em células de insetos ou (2) via 
transposição sítio-específica em Escherichia coli (ver Figuras 7.7, 7.8, 7.9 
e 7.10). O processo de recombinação homóloga é realizado utilizando um 
vetor de transferência contendo o gene de interesse flanqueado por sequên- 
cias homólogas à região alvo no genoma viral, o qual é cotransfectado com 
o DNA do vírus em células de inseto, resultando na substituição do gene 
original pelo gene de interesse. Já o sistema de recombinação in vitro, utiliza 
enzimas de recombinação derivadas do fago lambda, um vetor de transferên- 
cia e DNA viral modificado para recombinação em um tubo de ensaio (sis- 
tema Gateway, da empresa Invitrogen). O sistema de expressão baseado em 
recombinação homóloga em células de inseto é trabalhoso e pouco eficiente, 
e a obtenção de um vírus recombinante puro pode levar semanas>*”. Em 
contraste, a transposição sítio-específica é uma estratégia eficiente e reduz 
o tempo de construção de baculovírus recombinantes para sete a dez dias. 


7.3.1 Exemplos de sistemas comerciais de 
expressão baseados no baculovirus AcMNPV 


7.3.1.1 BaculoDirect™ (Invitrogen) 


O sistema de expressão BaculoDirect™ usa a tecnologia Gateway™ 88-90 
para facilitar a transferência direta do gene de interesse para o genoma do 
baculovírus, in vitro, sem que sejam necessárias clonagens adicionais ou 
transposição em bactéria. A célula de inseto é transfectada diretamente com 
o baculovírus contendo o DNA de interesse para gerar o vírus recombinante. 
As principais características do DNA linear BaculoDirect™ incluem: sítios 
attR1 e attR2 para clonar o gene de interesse por meio de recombinação 
sítio-específica do clone de entrada Gateway™, gene da timidina-quinase 
do vírus Herpes simplex (HSV1 tk), localizado entre dois sítios de attR para 
seleção negativa usando ganciclovir e o gene lacZ para confirmar a pureza 
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do vírus recombinante construído. Para gerar o baculovírus recombinante, 
é necessário inserir o gene de interesse no vetor de entrada do sistema Gate- 
way™ para gerar o clone de entrada, realizar a reação de recombinação in 
vitro entre o clone de entrada e o DNA linear BaculoDirectTM para gerar o 
baculovírus recombinante e transfectar células de inseto (Figura 7.7). 


Clone de entrada DNA linear BaculoDirect™ 





Digestão com Bsu36| 


Virus recombinante 





Figura 7.7 Esquema representativo do sistema BaculoDirect™ (Invitrogen). O gene de interesse é inserido no vetor de entrada do sis- 
tema Gateway™ (Invitrogen) para gerar o clone de entrada que, juntamente com o DNA linear BaculoDirect™, é submetido à reação de 
LR conase”". Através de recombinação sítio-específica, esta reação gera o vírus recombinante com o gene de interesse, que é utilizado 
para transfectar diretamente células de inseto. À figura foi adaptada do manual do fabricante”. 


7.3.1.2 Bac-to-Bac™ (Invitrogen) 


O sistema de expressão Bac-to-Bac™, desenvolvido na década de 1990 
por Luckow e colaboradores*, utiliza as propriedades sítio-específicas do 
transposon Tn7 de bactéria para construção de um bacmídeo recombinante. 
O primeiro componente importante do sistema é o vetor pFastBac, no qual 
o gene de interesse é clonado. Dependendo do vetor escolhido, a expressão 
do gene de interesse é controlada pelo promotor do gene polh ou p10 do 
vírus AcMNPV. Este cassete de expressão é flanqueado por braços mini-Tn7 
(Tn7R e Tn7L), e também contém um gene que confere resistência à genta- 
micina e um sinal de poliadenilação do vírus SV40. O segundo componente 


* Disponível em: <http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/multisitegatewaypro_man.pdf>. 
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importante do sistema é a linhagem de E. coli DH10Bac, que contém o 
genoma completo do baculovirus ACMNPV na forma de um plasmideo (tam- 
bém denomindado de bacmídeo). O bacmídeo contém o replicon mini-F de 
baixo número de cópias, um gene de resistência à canamicina e um segmento 
de DNA que codifica o peptídeo LacZa do vetor de clonagem pUC (New 
England Biolabs), dentro do qual o sítio de ligação para o transposon bacte- 
riano Tn7 (mini-attTn7) está inserido. O bacmídeo recombinante é formado 
pela transposição sítio-específica do mini-Tn7 do plasmídeo doador pFas- 
tBac para o sítio de ligação mini-attTn7 no bacmídeo (Figura 7.8). 

Quando esta abordagem foi desenvolvida, na década de 1990°', os pesqui- 
sadores construíram um plasmídeo recombinante contendo o genoma do vírus 
AcMNPV (denominado de bacmídeo) capaz de se replicar em Escherichia coli, 
e ainda ser infectivo quando transfectado em células de inseto em cultura. Esse 
sistema de expressão está disponível comercialmente (Bac-to-Bac!M, Invitro- 
gen), e constitui um dos mais importantes sistemas eucarióticos de expressão 
heteróloga de proteínas existentes atualmente. A etapa crucial no desenvolvi- 
mento desta tecnologia para outros baculovírus envolve a transformação do 
genoma viral em um plasmídeo artificial bacteriano, e até o momento apenas 
alguns bacmídeos de diferentes espécies de baculovírus foram construídos com 
sucesso. Na Tabela 7.2 observamos alguns bacmídeos que foram construídos 
nos últimos anos e estão sendo empregados na expressão heteróloga de pro- 
teínas de interesse biotecnológico e/ou científico de forma rápida e eficiente. 


Tabela 7.2. Espécies de baculovírus modificados geneticamente para construção de bacmídeos em E. coli. Todos os vírus, com exceção 
de Cydia pomonella granulovirus (Betabaculovirus), pertencem ao gênero Alphabaculovirus. Apenas vetores basedos no ACMNPV estão 











disponíveis comercialmente 
BACULOVÍRUS REFERÊNCIAS 
Autographacalifornica multiple nucleopolyhedrovirus Luckow et al.” 
Bombyxmorinucleopolyhedrovirus Motohashi et al.%, Cao et al.3, Ono et al.”, Xiang et al.” 
Helicoverpaarmigeranucleopolyhedrovirus Hou et al.” 
Spodopteraexigua multiple nucleopolyhedrovirus Yang et al.” 
Spodopteraftugiperda multiple nucleopolyhedrovirus Simon et al. 





Cydiapomonellagranulovirus Hilton et al.” 
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Figura 7.8 Esquema de representativo do sistema Bac-to-Bac™. 0 gene de interesse é primeiramente clonado no vetor doador que 
contém o promotor do gene da poliedrina e um elemento mini-Tn7. O plasmídeo recombinante é então transformado em DHT OBac, que 
possui um bacmídeo com um sítio-alvo mini-attTn7 e um plosmídeo ajudante (”helper”). O elemento mini-Tn7 no plasmídeo doador 
recombinante facilita a transposição do gene de interesse para o sítio-alvo no bacmídeo, que é realizada por proteínas de transposição 
codificadas pelo plasmídeo “helper”, resultando na inserção do gene de interesse no bacmídeo. O DNA do bacmídeo recombinante é 
extraído e utilizado para transfectar células de inseto. À figura foi adaptada do manval do fabricante”. 


7.3.1.3 BacPAK™ (Clonetech) 


O sistema de expressão BacPAK™ usa o BacPAK6, um vírus AcMNPV 
modificado, que facilita a construção e seleção de vetores de expressão 
recombinantes. O BacPAK6 tem um gene essencial à replicação viral (ORF 
1629), adjacente ao locus do gene da poliedrina, detentor de sítios para a 
enzima de restrição Bsu36I que não estão presentes no genoma do vírus 
selvagem ACMNPV'º9, A digestão de BACPAK6 com a enzima Bsu36I libera 
dois fragmentos, o primeiro carrega parte do gene essencial e o segundo 
fragmento o resto da molécula de DNA contendo o genoma viral sem uma 
parte essencial e é portanto incapaz de produzir vírus viáveis. Porém, o vetor 


* Disponível em: <http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/bevtest.pdf>. 
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de transferência carrega a sequência perdida da ORF 1629 e, se o fragmento 
grande de DNA recombinar com este, resultará em um DNA circular que 
conterá todos os genes necessários para a replicação viral. Este evento de 
recombinação restaura o gene essencial e tranfere o gene-alvo do vetor de 
transferência para o genoma viral (Figura 7.9) 


Ori Amp 
Vetor de transferéncia 


Promotor de 
poliedrina 


DNA viral BecPAK6 linear 





Recombinação 


[e is] 
Promotor da 
poliedrina 


Baculovirus recombinante 





Figura 7.9 Esquema representativo do sistema BacPAK. Transferência do gene alvo para o vetor de expressão baculoviral através de 
recombinação, dentro de células de inseto transfectados, entre o vetor de transferência e o DNA viral BacPAK6, previamente linearizado 
com uma enzima de restrição. À figura foi adaptada do manual do fabricante”. 


7.3.1.4 BacMagic™ (Novagen) 


O DNA BacMagic!M derivado do genoma do ACMNPY, tem uma deleção 
de uma parte importante da ORF 1629, prevenindo que vírus não recom- 
binantes repliquem em células de inseto. O gene não essencial quitinase 
(chiA) é deletado para diminuição da degradação da proteína recombinante. 
Uma outra versão desse vetor, o BacMagic-2!M, tem uma deleção adicio- 
nal do gene v-cath (serino-protease semelhante à catepsina), resultando 
numa significante melhora da qualidade e rendimento das proteínas-alvo e 


* Disponível em: <http://www.clontech.com/BR/Products/Protein Expression and Purification/ 
Baculovirus Expression/BacPAK Expression System?sitex=10028:22372:US>. 
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o BacMagic-3™, possui três deleções em genes virais não essenciais (p10, 
p24, e p26) que resultam na melhora da expressão proteica (Figura 7.10). 
Os DNAs BacMagic!M contêm uma sequência que permite a replicação do 
DNA viral na forma de um bacmídeo em E. coli (BAC) no lugar da sequên- 
cia codificante do gene da poliedrina (polh). Um vetor de transferência com- 
pativel (pIEx/Bac™, pBAC™, pTriEx™) contendo a sequência do gene de 
interesse é cotransfectada com o DNA BacMagic dentro de células de inseto. 
Dentro das células, a recombinação restaura a ORF1629, e a sequência-alvo 
é substituída pela sequência BAC. Apenas baculovírus recombinantes podem 
replicar, produzindo uma população homogênea de recombinantes. 


Av-cath 


DNA BacMagic™ -3 


ORF 1692 


Vetor de transferência 


Av-cath AchiA 


Baculovirus recombinante 





Figura 7.10 Esquema representativo do sistema DNA BacMagic”". A cotransfecção do DNA BacMagic™-3 juntamente com o vetor de 
transferência contendo o gene de interesse dá origem ao baculovirus recombinante através de recombinação homóloga em células de 
inseto. A figura foi adaptada do manual do fabricante, disponivel em: <http://www.emdmillipore.com/life-science-research /bacmagi- 
c-systems/c_layb.s] On9QAAAE|PHRyls38.> 
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7.4 PRODUÇÃO DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES i 
FUSIONADAS A PROTEÍNAS ESTRUTURAIS DOS BACULOVÍRUS 


Duas importantes medidas para o combate eficiente de doenças infec- 
ciosas com interesse médico, pecuário ou agrícola são: (1) a capacidade de 
detectar ou de excluir a presença do agente infeccioso num grupo de indiví- 
duos sadios ou doentes; e (2) a imunização de indivíduos, quando possível, 
preparando-os para eventuais surtos da doença. Em se tratando de doenças 
que afligem grandes populações, como, por exemplo, doenças infecciosas 
humanas, grande quantidade de antígenos são requeridos para a formulação 
de vacinas ou de material para diagnóstico da infecção. Para isso, o próprio 
agente causador da doença pode ser usado para fornecimento de antígenos 
viáveis. Entretanto, muitos patógenos não são cultiváveis em laboratório ou 
são inviáveis para produção em larga escala, inviabilizando o seu uso como 
fonte de insumos. Desse modo, a expressão heteróloga em muitos casos é a 
única solução disponível. Por outro lado, tanto o custo de produção quanto 
a qualidade dos antígenos produzidos (por exemplo, o correto dobramento 
de uma proteína e sua pureza) em sistema de expressão heterólogo devem ser 
levados em conta. Neste palco, o estudo sistemático dos vírus de inseto e, em 
especial, dos baculovírus permitiu o desenvolvimento de diferentes técnicas 
que exploram características intrínsecas à biologia dos vírus para a produção 
de antígenos heterólogos com aplicação em pequena, média e larga escala, 
e mais importante ainda, com altos níveis de purificação. Uma interessante 
solução encontrada para aumentar a expressão e recuperação de proteínas 
heterólogas foi a fusão da proteína de interesse com a proteína poliedrina. 


7.4.1 Produção de proteínas fusionadas à poliedrina 


Corpos de oclusão de baculovírus (também chamados de poliedros), são 
estruturas ricas em proteínas que contêm vírions (Figura 7.3) e que recente- 
mente foram avaliados quanto à possibilidade de incorporação de proteínas 
heterólogas™"!. Como a poliedrina é o principal constituinte proteico dos 
corpos de oclusão dos baculovírus, corpos de oclusão recombinantes que 
incorporam uma proteína heteróloga podem ser uma estratégia para a puri- 
ficação da proteína heteróloga de modo mais prático, através da purificação 
dos poliedros, os quais são facilmente purificados por centrifugação em gra- 
diente de sacarose**. Esta tecnologia de fusão foi, pela primeira vez, usada 
na década de 1980!” para produção do fator de crescimento semelhante 
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à insulina (insulin-like growth factor II — IGF Il), usando a porção mais 
aminoterminal da poliedrina do baculovírus Bombyx mori NPV em fusão 
com o peptídeo de interesse. Nesse trabalho, os pesquisadores obtiveram um 
rendimento de 3,6 mg de proteína de fusão por larva e 0,3 mg por mL em 
cultura de células da linhagem BmN. Dessa forma, foi mostrado que pro- 
teínas de fusão carreadas pela poliedrina são capazes de formar corpos de 
oclusão com características próximas às dos cristais selvagens e, mediante 
isso, técnicas semelhantes às usadas para purificação de vírus selvagens 
podem ser empregadas para purificação das massas proteicas contendo a 
proteína recombinante. Em outras palavras, essa estratégia de fusão tem por 
objetivo aumentar e facilitar a purificação de proteínas recombinantes de 
interesse biotecnológico. 

Em 2007, o uso da poliedrina como proteína carreadora foi patenteado 
por um grupo de pesquisadores de Taiwan!?. Entre as principais vantagens 
apontadas, estavam: (1) facilidade de purificação dos corpos de oclusão con- 
tendo a proteína de interesse, (2) o baixo custo, (3) a não necessidade de pas- 
sos de cromatografia e (4) a pureza do material (> 95%). Interessantemente, 
a metodologia de fusão permite inclusão protéica de epítopos antigênicos de 
uma proteína de interesse ou a proteína completa com manutenção de suas 
características biológicas. A metodologia foi testada, por exemplo, com o 
gene da proteína fluorescente verde intensificada (enhanced green fluorescent 
protein — egfp). Foi, previamente, mostrado que a fusão do egfp na porção 
carboxiterminal da poliedrina permitiu a formação de estruturas granulares 
fluorescentes facilmente precipitadas por centrifugação de alta velocidade!”. 
Por exemplo, previamente a subunidade E2 da glicoproteína de envelope do 
virus da febre suína clássica (classical swine fever virus — CSFV) foi expressa 
em baculovírus para o desenvolvimento da atual vacina comercial disponí- 
vel*>105107 Entretanto, a expressão e purificação têm sido mostradas como 
inefetivas. Para transpor essa limitação, um grupo de pesquisadores coreanos 
promoveu a construção de um baculovírus recombinante expressando a por- 
ção imunogênica da subunidade E2 junto à poliedrina de um baculovírus e 
outra cópia da poliedrina nativa!º. Foi observada a formação de poliedros 
semelhantes aos selvagens na hemolinfa de lagartas infectadas com o vírus 
recombinante, de fácil purificação e com altos níveis de pureza. Os cristais 
continham ambas as proteínas, a de fusão e a nativa. Além disso, para a 
proteína de fusão, foi adicionada uma sequência proteolítica específica para 
separação da proteína de interesse da poliedrina. Dessa forma, o antígeno foi 
capaz de gerar resposta imune em porcos da índia, mostrando-se eficientes, 
segundo os autores, para a produção em larga escala. 
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A estrutura do poliedro da espécie-tipo dos baculovirus, ACMNPYV, foi 
determinada e revelou uma matriz proteica robusta com uma forte interação 
entre os polipeptídeos da poliedrina para formação do cristal!º?. Os pesqui- 
sadores especularam o uso da proteína como um veículo para transporte 
de proteínas ou nanopartículas incluídas no cristal. Uma região variável 
contendo o sinal de localização nuclear (nuclear localization signal — NLS) 
poderia ser, segundo os autores, a melhor região para promover modifica- 
ção da poliedrina. Todos os trabalhos usando a poliedrina até o momento 
promoveram a fusão na porção carboxiterminal do gene, apesar de o sinal 
de localização estar presente na porção mais aminoterminal da proteína. 
E, além disso, especularam que a melhor forma de usar a poliedrina como 
proteína de fusão é promovendo a coexpressão com a poliedrina nativa não 
fusionada. Em 2013, pesquisadores fusionaram a proteína EGFP na porção 
carboxiterminal da poliedrina, porém, diminuindo o tamanho da proteína 
carreadora, para descobrir qual era a menor região que ainda conservava a 
característica de formar corpos de oclusão e quais aumentavam a produção 
da proteína e diminuíam a degradação da proteína quimera!!º, Eles observa- 
ram que os aminoácidos 32 a 85 da poliedrina foram mais úteis para inten- 
sificar a produção de proteínas recombinantes intactas. O grupo de pesquisa 
da Universidade de Brasília também desenvolveu um vetor para expressão 
de proteínas de interesse biotecnológico fusionadas à proteína poliedrina de 
AcMNPV!'!. Um método para expressar proteínas das capas protéicas de 
vírus de planta fusionados à poliedrina foi desenvolvido e essa estratégia 
pode potencialmente ser usada para o desenvolvimento de kits de diagnós- 
tico para vírus de plantas que são difíceis de purificação ou estão presentes 
em pequenas quantidades ou em infecções mistas nas plantas hospedeiras!"'. 
Além disso, não apenas a poliedrina, mas outras proteínas estruturais, tais 
como a proteína de capsídeo VP39!!2 e a glicoproteína de envelope GP64!8, 
foram previamente testadas com relativo sucesso como carreadoras de pro- 
teínas de interesse, além de ter, no caso da VP39, a capacidade de atuar 
como um adjuvante, aumentando a resposta imune durante imunização 
em camundongos. 


7.4.2 Produção de proteinas fusionadas à GP64 
Uma das maneiras de expressão de proteínas heterólogas usando o sis- 


tema baculovírus e célula de inseto é a fusão da proteína de interesse com 
partes da glicoproteína principal da forma BV dos baculovírus, a proteína 
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GP64. Nessa estratégia, a proteína fica disponivel na superficie do virus!"*. 
A proteína GP64 é uma glicoproteína altamente abundante no envelope 
da partícula BV de AcMNPV. É uma proteína essencial e está envolvida 
em duas etapas durante a entrada da partícula BV na célula: adsorção do 
vírion e fusão de membrana!!*. Após ligação e entrada da partícula BV por 
endocitose, a atividade de fusão da gp64 é desencadeada pelo baixo pH no 
endossomo, levando à fusão do envelope do BV e da membrana endossomal, 
liberando o nucleocapsideo no citoplasma!!®. 

Nos últimos anos, estudos com a GP64, mostraram que somente algumas 
regiões da proteína são essenciais para o correto endereçamento da pro- 
teína para a superfície celular e do vírus!!”!!8, Para que isso ocorra, a GP64 
precisa ter três regiões essenciais: PS (peptídeo-sinal), TM (domínio trans- 
membrana) e DCT (domínio da calda citoplasmática). O PS é a região que 
codifica o sinal para envio da proteína ao retículo endoplasmático da célula 
infectada. A região TM, que possui aproximadamente 16 a 23 aminoácidos, 
é uma região altamente conservada entre as GP64 de diferentes baculovírus 
e essencial para a função da proteína de fusão. Já a região DCT, que possui 
de 3 a 8 aminoácidos, é uma região essencial para o eficiente brotamento da 
partícula viral a partir da membrana plasmática da célula infectada!!81!°, A 
sequência dessas regiões essenciais tem sido utilizada para a construção de 
um vetor para expressão de proteínas heterólogas fusionadas a esta GP64 
truncada na superfície de baculovírus. A proteína E (envelope) do vírus da 
encefalite japonesa também foi expressa na superfície de BV de baculovírus 
utilizando esse tipo de vetor. Os BV recombinantes produzidos foram capa- 
zes de induzir a produção de anticorpos neutralizantes contra o vírus da 
encefalite japonesa em camundongos"? 


7.5 EXEMPLOS DE PROTEÍNAS DE INTERESSE 
TERAPEUTICO PRODUZIDAS USANDO O SISTEMA BEV 


Uma das vantagens de células de inseto para produção de proteínas tera- 
pêuticas, como antígenos vacinais humanos, é a incapacidade dessas células 
de serem infectadas por vírus humanos!?!. Além disso, embora os baculovirus 
repliquem eficientemente em células de insetos, eles não podem ser propagados 
em células de mamíferos. Apesar dessas vantagens, apenas em 2009 a Food and 
Drug Administration (FDA) aprovou a primeira proteína terapêutica produ- 
zida em células de insetos utilizando baculovírus como vectores de expressão. 
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À primeira vacina humana produzida em células de insetos, Cervarix, foi 
licenciada pela European Medicines Agency (EMA) em 2007 e pela FDA dos 
Estados Unidos em 2009. Cervarix é uma vacina contra o vírus do papiloma 
humano bivalente, indicado para a prevenção dos casos de câncer do colo 
do útero (human papiloma virus — HPV), composto de proteínas do capsí- 
deo L1 de HPV dos tipos 16 e 18. Essas proteínas são produzidas em células 
Trichoplusia ni!?!. O segundo produto para uso humano derivado de BEV 
e licenciado pelo FDA foi o Provenge”, um produto de terapia de câncer de 
próstata autólogo para o qual o antígeno de superfície do antígeno da prós- 
tata (prostate specific antigen — PSA) é produzido em células de Spodoptera 
frugiperda. Outras vacinas em desenvolvimento clínico humano estão resu- 
midas na Tabela 7.3. Esses produtos foram objeto de uma revisão recente!?. 
A vacina da gripe recombinante FluBlokº com base no antigênico de super- 
fície hemaglutinina (HA) foi aprovada pela FDA no início de 2013!” e está 
disponível comercialmente”. 

O estado de desenvolvimento de uma vacina recombinante utilizando 
diferentes alvos de antígenos protetores para as treze vacinas virais reco- 
mendadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) está resumido na 
Tabela 7.4. 


Tabela 7.3 Vacinas candidatas para uso humano em desenvolvimento clínico (adaptado de Cox??5) 





ANTÍGENO ESTÁGIO DE 








DOENÇA PROTETOR EMPRESA esenvowvimento REFERÊNCIA 
Influenza HA Protein Sciences Aprovado porosa Cox et al. 
em humanos 

Diabetes GAD Diamyd Fase Ill Agardh et al. 
Hepatite E ORF 2 GSK Fase Il Shrestha et al. 
Influenza NA Protein Sciences Fase II Lie Blissard'!®, Shrestha et al. 
Influenza HA/NA/M1 Novavax Fase II Lopez-Macias!? 
Norwalk Capsídeo Norwalk (VLP) Ligocyte Fase | Jiang et al.!? 


* Ver <http://www.preventinfluenza.org/NAIIS 2013/NAIIS 12 cox-protein-sciences.pdf>. 
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Tabela 7.4 Alvos de antígenos para vacinas virais recomendados (adaptado de Cox's) 


AGENTE ANTÍGENO TIPOS DE PROTEÍNAS 
VACINA ETIOLÓGICO PROTETOR ESTRUTURAIS REFERÉNCIA 
Vírus da hepatite A porção S do antígeno ni 
HEPATITE B B (HBV) HBSAg de superficie (HBsAg) Attanasio et al. 
póuio  Póloviussoipo vp e v4 Produção de VIP Liet ol." 
(tipos 1, 2 ou 3) 
ROTAVÍRUS Rotavirus v6, w Se prac Produção de VLP Crawford et al.!º? 
proteína do capsídeo 


Vírus do sarampo (gênero 
SARAMPO Morbillivirus, família 
Paramyxoviridae) 


Proteínas H e F, 


a Subunidade das proteínas He F Griffin e Pan??? 
proteínas virais H, F 





RUBÉOLA Rubéola vírus (togavírus 


i í 134 
Hinor ul E] Glicoproteína El Chaye et al. 




















HPV Eta si butaani Proteína estrutural L1 Apron Calan um Kimbauer et al.1ºº 
(> 100 subtipos) produzidos em células de inseto. 
FEBRE Vírus da febre amarela í Barros et al.**, 
AMARELA (Flaviviridae) es cê mas Despes et l.13 
Ma Vírus da encefalite 
ee MIDA transmitida por EeC Proteina E Gomez et al.!º 
CARRAPATOS carrapatos (Flaviviridae) 
HEPATITE A Hepatite A virus (HAV) Poli proteína Produção de VLP Rosen et al.!º 
Vírus da raiva (RABV) ; z ‘a 
RAIVA (Rhabdoviridae) Proteína G Glicoproteína G Fu et al. 
CAXUMBA Virus o bo Proteína H e N Proteina H Griffin e Pan? 
(Paramyxoviridae) 
Vírus da influenza HA, NA, HA- NA- M1 š Cox e Hashimoto”, 
INFLUENZA (Orthomyxoviridae) VLP Prodoçaona YP Lopez-Macias!28 


7.6 SISTEMA DE EXPRESSAO BACULOVIRUS EM BIORREATORES 


O sistema baculovírus de expressão de proteínas heterólogas possui alter- 
nativas na ampliação às escalas de produção industrial. Considerando a 
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ampliação dos custos, uma vez estabelecido o sistema de produção, seguindo 
um planejamento dos processos, este deve estar sujeito a procedimen- 
tos contínuos de otimização dos parâmetros que afetam a produtividade, 
assim obtendo ganhos marginais de grande impacto devido à maior escala 
de produção. 

O cultivo de células pode ser ampliado a cultivo em grandes volumes por 
diversos sistemas como fermentadores adaptados, biorreatores computado- 
rizados com diversos designs e sistemas que aumentam o volume de cultivo 
ou densidade de células aderentes. Todos estes suportam a inclusão do vírus 
vetor de expressão. Outra alternativa é o uso de larvas de insetos suscetíveis 
ao vetor de expressão. No caso dos baculovírus ACMNPV e BmNPY, as lar- 
vas das espécies Trichoplusia ni e Bombyx mori, respectivamente, já foram 
relatadas como bioreatores vivos!*!. 

Para aumentar a escala de produção do BEV, dependendo da demanda, 
não é possível simplesmente ampliar o número de garrafas em uma passa- 
gem rotineira de células aderidas. O volume de trabalho e resíduos plásticos 
se torna um grande empecilho. Para solucionar isto, torna-se necessário a 
aplicação de técnicas utilizadas em áreas similares, como o desenvolvimento 
da fermentação de fungos em alta escala e o cultivo de células de mamíferos 
em biorreatores'*!. 

O sistema de expressão em larga escala baseado em cultura de células 
possui benefícios como a homogeneidade do produto em termos de modi- 
ficações pós-traducionais, uma maior simplicidade nos processos seguintes 
de purificação da proteína recombinante, especialmente se forem utiliza- 
dos meios de cultura livre de proteínas (soro fetal bovino, hidrolisados) e, 
quando se utiliza sistemas computadorizados de monitoramento do cultivo, 
é possível obter dados detalhados que auxiliam na otimização da produção. 
Os pontos negativos envolvem os custos associados à manutenção das célu- 
las, como gasto ampliado com material de cultivo, e o maior destes, o custo 
com meio de cultura e suplementos como soro fetal bovino!*. 

Os sistemas utilizados para cultivo de células suspensas, os biorreatores, 
são diversos e distintos em design. Uma das considerações essenciais é a 
manutenção de movimento no meio de cultura, tanto para manter a aeração 
constante como para manter as células suspensas. Para tanto, existem dois 
designs básicos e variações destes: o primeiro é o biorreator com agitação 
interna (stirred tank), com uma hélice; o segundo é o sistema de suspen- 
são por aeração (airlift), em que as células são mantidas suspensas asper- 
gindo bolhas de ar na parte inferior da câmara do biorreator (Figura 7.11). 
Em ambos os casos, o movimento resulta em danos mecânicos às células, 
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e portanto requer um agente protetor de dano físico (como o composto 
Pluronic-F68)!*º. Como alternativa aos biorreatores tradicionais, em que a 
incubação ocorre em um tanque ou câmara de vidro, foi desenvolvido um 
sistema de cultivo em sacos descartáveis de até cinquenta litros, que também 
permite o controle de variáveis como os demais. O sistema foi denominado 
WAVE Bioreactor, devido à incubação do saco em uma plataforma oscilante 
que simula o movimento de ondas no líquido dentro do saco. Este sistema 
propõe reduzir custos com esterilização do equipamento nos biorreatores já 
citados, de modo que todo o cultivo é feito em sacos especialmente confec- 
cionados e esterilizados que são descartados após o uso. O movimento suave 
resulta em menor dano às células quando comparado aos demais biorrea- 
tores!*»!4, Existem, ainda, as tecnologias envolvendo sistemas de perfusão, 
nas quais o meio de cultura é gradualmente trocado ao longo da incuba- 
ção, assim mantendo o nível de nutrientes e reduzindo subprodutos tóxicos, 
como a ureia. Isto permite uma densidade maior de células, ainda mantendo 
a produtividade celular. Esses sistemas de perfusão envolvem a imobilização 
das células em uma estrutura porosa pela qual atravessa o meio de cul- 
tura, e são muito utilizados no cultivo de células de mamíferos, mas ainda 
não são aplicados no cultivo de células de insetos. Neste sistema, regula-se 
quanto de meio é trocado por hora, assim fornecendo mais um parâmetro 
de controle 49147, 

À característica comum entre os biorreatores citados é a capacidade de 
monitoramento, controle e automação de diversas variáveis, como nível de 
oxigênio, gás carbônico, pH e temperatura. Além dos parâmetros citados, 
as informações associadas a contagem de células e a determinação da via- 
bilidade destas são cruciais no escalonamento e otimização da produção!*. 

Novas modalidades de biorreatores que estão sendo comercializadas 
mantêm a característica de cultivo rotineiro de células aderidas com novida- 
des em design do material de cultivo que maximizam a produtividade. Um 
exemplo são as placas de cultivo Petaka (Celartia) que são extremamente 
compactas, permitindo um melhor uso do espaço em incubadores. Outros 
exemplos são os recipientes de cultivo EasyFill Cell Factory (Nunc) e os 
modelos HYPERFlask (Corning) (Figura 7.12). Esses novos conceitos envol- 
vem a expansao da superficie de aderéncia das células, e portanto prometem 
aumentar a capacidade de produção em um espaço de trabalho reduzido e 
mantendo procedimentos similares aos do cultivo rotineiro de células. 

O processo de cultivo de células e infecção devem ser detalhadamente 
modelados. No sentido de planejamento da produção, deve-se considerar 
que o processo de expressão de proteínas pelo sistema BEV (baculovirus 
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expression vector) em larga escala possui dois momentos: primeiro, o cres- 
cimento das células e, segundo, o momento de produção derivado da infec- 
ção pelo baculovírus que se inicia após a adição do inóculo viral'*. Tanto 
a quantidade de células semeadas no preparo do biorreator quanto a quan- 
tidade de células na hora da infecção são fatores cruciais na produtividade 
destes sistemas. Assume-se que quanto maior a densidade celular na hora da 
infecção maior será a produtividade. No entanto, existem relatos de inibição 
da infecção e expressão de proteínas a níveis subótimos em alta densidade de 
células!*º. O ponto ótimo de infecção ocorre com as células ainda em cres- 
cimento exponencial, e existem indícios de que reduções na produtividade 
ocorram devido ao consumo de nutrientes essenciais e acúmulo de subpro- 
dutos tóxicos. Para estimar essas condições relativas à densidade celular, é 
importante determinar experimentalmente a curva de crescimento celular 
dentro do biorreator utilizado com parâmetros genéricos de crescimento, o 
que fornecerá informações essenciais como tempo ou taxa de crescimento, 
máxima densidade celular suportada e viabilidade das células cultivadas 
ao longo do tempo. Essas informações servem de ponto de partida para a 
modelagem dos processos de cultivo de células e infecção destas de forma 
inteligente!48151, 

Uma estratégia comum para aumentar a produtividade da expressão de 
proteínas envolve a adição de suplementos concentrados após a densidade 
celular ter atingido a quantidade desejada, no momento da infecção. Neste 
caso, o sistema é nomeado fed-batch e pode compensar os efeitos de gasto 
dos nutrientes essenciais que resulta em redução da produtividade?! 5, 
Outro fator crucial é o título do inóculo viral. Quando o objetivo é a pro- 
dução de proteínas heterólogas, a multiplicidade de infecção (multiplicity of 
infection - MOI) deve ser suficiente para infectar simultaneamente todas as 
células. Portanto, uma MOI acima de 1 é recomendada. Devido ao grande 
volume de cultivo e altas densidades celulares, porém, é necessário concen- 
trar estoques de inóculo viral por centrifugação!*. 

Conforme observado na Figura 7.11, as quantidades de proteína obtida 
dos diferentes sistemas são similares, embora os volumes de trabalho sejam 
distintos. O sistema de perfusão trabalha com volumes menores, obtendo 
quantidades de proteínas similares a sistemas mais volumosos, o que sig- 
nifica uma produtividade maior que os demais sistemas. No entanto, uma 
importante consideração é que a comparação entre diferentes sistemas não é 
tão simples e deve levar em conta as características da proteína a ser produ- 
zida, a construção do recombinante e o meio de cultura utilizado. 
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A produção comercial de proteínas utilizando o sistema baculovírus de 
expressão já é uma realidade, se considerarmos a vacina trivalente contra 
influenza denominada FluBlok. Esta vacina é composta de 45 pg de hema- 
glutininas recombinantes (rHA) de três linhagens do vírus da influenza sazo- 
nal recomendadas pela OMS!*. Essas proteínas são expressas pela empresa 
Protein Sciences Corporations, em biorreatores de agitação interna com 
volumes que chegam a 450 L'*, contendo células expressSF+ (derivadas 
da linhagem Sf9) cultivadas em meio de cultura livre de soro. Após atingir 
a densidade celular ótima, as células são infectadas com cada baculovírus 
AcMNPYV recombinante contendo um dos genes rHA. Após 48 a 72 horas 
do início da infecção, as células são coletadas, lisadas com detergente Triton 
X-100 e o extrato celular é submetido à cromatografia!**. Depois de puri- 
ficadas, as proteínas rHA são misturadas e formuladas na forma de vacina, 
que já é comercializada amplamente nos Estados Unidos. 

Ainda é possível realizar a produção de virus like particles (VLP), que são 
partículas de vírus de interesse, livres de material genético e portanto não 
infectivas, que mesmo produzidas pelo sistema BEV, em células de inseto, 
podem ter o formato e a imunogenicidade de vacinas completas inativadas 
do mesmo vírus. A produção de VLP utiliza o sistema BEV como descrito 
para a expressão de proteínas, sendo que a proteína heteróloga viral cos- 
tuma ser uma proteína estrutural do capsídeo e/ou membrana viral, que, 
expressas em células de inseto, resultam na formação de VLP. A vacina Cer- 
varix™ (GlaxoSmithKline), descrita anteriormente, é um exemplo de VLP 
que está sendo utilizada em larga escala. A produção de VLP de parvovírus 
suíno em células Sf21 pelo sistema BEV foi escalonado até 25 L em biorrea- 
tores de agitação interna. A infecção em baixa MOI (0,05) é feita com as 
células no início da fase exponencial (1,5 x 10º cels/mL), e após 120 h.p.i. 
obtém-se 7,5 pg/mL de proteínas após a purificação das VLP!*”, 

À aprovação de produtos médicos aplicados a humanos com a tecnologia 
BEV é um testamento ao potencial do sistema de expressão baculovírus na 
produção de proteínas em escalas industriais. 


7.6.1 Lavas de lepidópteros como biorreatores 


Uma alternativa de baixo custo à expressão de proteínas em células pelo 
sistema BEV é o uso de larvas de inseto como “biorreatores vivos”. Para 
gerar as larvas, serão necessários materiais, equipamentos e procedimentos 
muito distintos em relação ao cultivo de células de insetos. Procedimentos 
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Figura 7.11 Comparação de diversos sistemas de biorreatores utilizados no processo de expressão de proteínas pelo sistema BEV. 
Infográfico mostrando: a configuração inicial, que descreve a linhagem celular utilizado, o volume do biorreator utilizado e o meio de 
cultura, suplementos e aditivos. A semeadura de células descreve a quantidade de células adicionada inicialmente no tanque do biorrea- 
tor, parâmetros específicos ao sistema utilizado como a velocidade de rotação da hélice em biorreatores stirred tank (em rotações por 
minuto — rpm) ou o volume médio de injeção de ar no sistema airlift (VVM) e o nível de oxigênio programado no controle de entrada de 
ar. À infecção e coleta de células descreve a multiplicidade de infecção (MO!) e a densidade celular na hora da infecção, além de quantos 
dias de infecção (dias após infecção — d.p.i.) se passam até a hora da coleta das células e purificação da proteína recombinante. Por 
fim, a produtividade descreve a concentração de proteína obtida utilizando os parâmetros citados! 4815815144, 


como manter e eclodir os ovos, preparar e distribuir o alimento, o monito- 
ramento das larvas, a manutenção das pupas, a indução da cópula e ovopo- 
sição dos insetos adultos, assim fechando o ciclo de vida do inseto e o ciclo 
produtivo exigem um ambiente isolado e limpo, com estufas, recipientes 
estéreis para manutenção das larvas e a mão de obra especializada capaz de 
avaliar as condições de crescimento dos insetos. Os custos com equipamen- 
tos e materiais para manter a produção de larvas não são altos, as dietas 
sólidas são basicamente compostas por grãos e leite em pó. As larvas podem 
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ser mantidas em potes de plástico descartável que não precisam ser estéreis, 
assim como não é necessária a esterilização do ambiente de trabalho. 

A escolha da espécie das larvas a serem utilizadas como biorreatores deve 
levar em conta a suscetibilidade desta à infecção do vírus vetor, e devem pos- 
suir tamanho e massa suficientes para garantir uma alta produção de proteí- 
nas. As larvas de Trichoplusia ni são suscetíveis à infecção pelo baculovírus 
AcMNPY, utilizado no sistema Bac-to-Bac (Invitrogen), e diversas proteínas 
já foram produzidas nestas larvas pelo BEV baseado em AcMNPV. Essas 
larvas são mantidas em dietas baseadas em milho, em temperatura ambiente, 
e se desenvolvem de ovos a pupa em aproximadamente treze dias*. Após 
eclosão dos ovos, as larvas atravessam cinco ínstares em um período de nove 
dias, então se transformam em pupa, estágio em que ocorre a metamorfose 
e que dura quatro dias, surgindo então o indivíduo adulto!“ (Figura 7.12). 
Outra espécie muito utilizada são as larvas do bicho-da-seda, Bombyx mori, 
que sao suscetiveis ao baculovirus BmNPV™. As larvas de Bombyx mori sao 
facilmente adquiridas junto a produtores de seda pelo mundo todo. Além 
disso, são larvas de grande porte em comparação aos demais lepidópteros. 
Muitos dos grupos de trabalho que propõem as larvas de B. mori como 
biorreatores estão na Ásia, especialmente na China e Japão, o que torna 
este “biorreator vivo” um dos mais estudados e utilizados na expressão de 
proteínas de interesse!%161, 

Quanto à infecção e produção de proteínas heterólogas, existem três for- 
mas básicas de infectar as larvas. À primeira e mais comum envolve injetar 
inóculo viral (BV) produzido em células de inseto diretamente na hemolinfa 
das larvas. No caso de larvas de T. Ni ou S. frugiperda, no quinto instar são 
injetados 1.000 pfu por larva. 

O segundo método envolve a infecção das larvas por via oral, caso em 
que se utiliza um vírus recombinante contendo o gene da poliedrina e o 
gene de interesse. A partir da infecção de células de inseto, obtêm-se os cor- 
pos de oclusão que serão colocados na dieta ou injetados diretamente por 
microaplicador via oral!*!, 


* Para uma descrição das condições de criação, ver <http://andrelevy.net/tni.htm>. 
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Figura 7.12 Representação dos diferentes estádios de desenvolvimento do inseto Trichoplusia ni (Lepidoptera, Noctuidae). Todo o ciclo 
de vida tem a duração aproximada de 25 dias, conforme a temperatura de incubação. 


O terceiro método envolve transfectar o DNA viral junto a lipossomos 
na hemolinfa da larva, resultando na infecção dos tecidos em contato com 
a hemolinfa!®. 

A primeira e a segunda metodologias dependem do cultivo de células de 
inseto in vitro para a geração do inóculo viral e corpos de oclusão que ser- 
virão como agentes infectivos. À terceira metodologia pode ser útil quando 
se utiliza o sistema Bac-to-Bac, em que o DNA dos vírus recombinantes é 
gerado em bactérias na forma de plasmídeos, que depois de isolados podem 
ser transfectados diretamente nas larvas. 

A metodologia de infecção por injeção de BV na hemolinfa é trabalhosa e 
demorada, pois as larvas devem ser injetadas individualmente e com cuidado 
para não causar ferimentos letais, enquanto a metodologia de infecção por 
via oral é simples, sendo necessário apenas adicionar uma quantidade de 
OB sobre a dieta que será ingerida pelas larvas'*. Por outro lado, o pacote 
básico dos sistemas comerciais de geração de baculovírus recombinantes, 
como o Bac-to-Bac (Invitrogen) ou BaculoGold (BD Biosciences), não geram 
baculovírus recombinantes oclusão positivos, sendo necessária a aquisição 
ou construção de vetores específicos para este fim. 

A produtividade do sistema BEV em larvas é alta. A produção de DNA 
polimerase humana em larvas Bombyx mori resultou em 11 pg de pro- 
teína purificada por larva!*!. Outro trabalho obteve 45 pg de interferon- 
tau bovina por larva B. Mori'º,e a produção de hormônio de crescimento 
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humano (hGH) resultou em 20 pg a 50 pg de proteína ativa por larva’. Em 
larvas T. ni, a produção de fosfolipase A2 humana resultou em 20 pg por 
grama de insetos infectados!*, enquanto a expressão de proteína fluores- 
cente verde (GFP) resultou em até 1 mg de proteína por larva!**. 

Mesmo existindo diversas alternativas de infecção, o processo de pro- 
dução de proteínas heterólogas em larvas deverá estar sujeito à otimização 
constante. Deve-se determinar condições ótimas de crescimento das larvas, 
como temperatura, composição da dieta, umidade e densidade de larvas por 
pote. O momento ideal de infecção das larvas deve levar em conta o tama- 
nho e estágio de desenvolvimento das larvas, método de infecção e a pro- 
dutividade e qualidade das proteínas expressas. Também é preciso atentar 
para a metodologia utilizada na purificação das proteínas produzidas, já 
que o extrato de proteínas derivado do corpo ou da hemolinfa possui uma 
composição complexa, com inúmeros agentes capazes de interferir na pureza 
final da proteína, em especial proteases capazes de degradar o produto dese- 
jado!*. Como é comum na produção de proteínas em larga escala, o extrato 
será submetido a procedimentos de homogeneização, clarificação por filtra- 
gem e centrifugação, inibição de proteases, precipitação de proteínas, diálise 
e uma sequência de cromatografias preparativas para isolar as proteínas de 
interesse. Tudo isso considerando a característica heterogênea e biologica- 
mente ativa do extrato de proteínas derivado de larvas. 


7.7 PROTOCOLO RESUMIDO DE CONSTRUÇÃO DE é 
BACULOVIRUS RECOMBINANTE POR RECOMBINACAO 
HOMOLOGA EM CELULAS DE INSETO 


1) Clonar gene de interesse a jusante do promotor baculoviral (usualmente o 
promotor do gene da poliedrina) dentro dos flancos de recombinação no 
plasmídeo de transferência (que deverá conter algum gene que produza 
um fenótipo identificável para isolamento do vírus recombinante, como 
o próprio gene polh ou egfp). Neste exemplo, utilizamos o plasmídeo 
de transferência p2100, que contém o locus e gene polh do vírus AgM- 
NPV, enquanto o gene de interesse foi o gene reporter fluc (luciferase de 
vagalume), sob controle do promotor do gene ie1 do baculovírus AgM- 
NPV (Figura 7.13). 

2) O DNA do plasmídeo de transferência deve estar em tampão (10 mM 
Tris/1! mM EDTA) ou água. É importante que este material esteja estéril, 
pois entrará em contato com meio de cultura estéril. 
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Figura 7.13 Esquema da recombinação homóloga entre o plasmídeo de transferência P21OOIETFLUC e o vírus recombinante vAgGAL. O 
vetor de transferência contém o gene repórter da luciferase de vagalume (fluc), sendo controlado pelo promotor do gene immediate early 
1 (prlE1). O vetor também possui o gene completo da poliedrina (Polh) e seu promotor. O vírus vAgGAL possui o gene da B-galactosidase 
(lacZ) que substituiu e inativou o gene polh, assim gerando um vírus incapaz de formar corpos de oclusão. Esta recombinação homóloga 
resulta em um vírus recombinante que forma corpos de oclusão e produz a proteína luminescente luciferase. 


3) Isolar o DNA viral do vírus parental, a partir de BV ou ODV (14), que tam- 
bém deve estar estéril. Neste caso, utilizamos o vírus de fenótipo oclusão 
negativo vAgGAL (87) que é um vírus derivado do AgMNPV cujo gene da 
poliedrina foi substituído pelo gene lacZ (beta-galactosidase de E. coli). 
como é um vírus oclusão negativo, o DNA viral é obtido a partir de BV. 
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4) 


Preparar a reação de cotransfecção adicionando 1 pg do DNA viral para 
5 pg de DNA plasmidial em 100 pL de meio de cultura livre de soro. Em 
tubo separado, adicionar 10 pL do reagente de transfecção Cellfectin II 
(Invitrogen) em 100 pL de meio de cultura sem soro. Deixar incubar por 
15 minutos em temperatura ambiente. Após essa incubação, misturar as 
duas soluções para formar os complexos lipossomos contendo os DNAs 
viral e plasmidial. Incubar por 1 hora em temperatura ambiente. 
Adicionar os 200 pL da mistura DNA e lipossomos de gota em gota 
sobre 5 x 10º células por mL (aproximadamente 50% de confluência), 
suscetíveis a infecção do vírus, em uma placa de 35 mm contendo meio 
de cultura previamente preparada para a cotransfecção. No caso do 
baculovírus ASMNPV, pode-se utilizar as células BTI-Tn-5B1-4 (22) ou 
UFL-Ag-286'97, 

Incubar as células com a mistura durante 4 horas a 27 °C, depois retire 
o meio de cultura sem alterar a monocamada de células e coloque meio 
novo. Isto é feito devido ao efeito tóxico dos lipossomos sobre as células. 
Após a adição de meio novo, as células são incubadas a 27 °C. 

Após confirmada a infecção por avaliação da morfologia das células em 
microscópio invertido, espera-se a proliferação e amplificação dos vírus 
transfectados, que pode demorar de 4 a 6 dias, dependendo da eficiência 
da transfecção. O sobrenadante é coletado e centrifugado para remover 
as células. 

O sobrenadante da cotransfecção é usado como inóculo viral de uma nova 
placa de 35 mm preparada como antes. Desta vez, busca-se a presença 
de células apresentando os fenótipos do vírus recombinante. No caso da 
recombinação homóloga entre p2100 e vAgGAL, o plasmídeo de trans- 
ferência resgata o fenótipo oclusão positivo do vírus vAgGAL. Assim, 
quando o recombinante infecta uma célula, produz inúmeros poliedros 
no núcleo desta. Além disso, o gene fluc também serve como fenótipo 
identificador, pois a adição de luciferina e medição em um luminômetro 
confirma a presença ou ausência do recombinante. 

Confirmada a presença do recombinante, o inóculo da amplificação deve 
ser diluído de forma seriada e as diluições aplicadas em fileiras de uma ou 
mais placas de 96 poços contendo células suscetíveis. Diluições de até 10º 
do inóculo viral devem ser distribuídas na placa. Como o vírus recom- 
binante estará em baixa concentração em relação ao parental vAgGAL, 
deve-se buscar os fenótipos desejados de poço em poço. O poço de maior 
diluição com o fenótipo desejado é coletado e utilizado na confecção de 
nova diluição em placa de 96 poços. 
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10) Após aproximadamente quatro diluições, os fenótipos do vírus recombi- 
nante devem dominar a infecção. Este último inóculo viral pode ser utili- 
zado na amplificação do vírus recombinante em placas de maior volume, 
assim gerando o inóculo viral que, após titulado, pode ser utilizado 
(Figura 7.14). 








Figura 7.14 Diagrama que descreve o processo de purificação de vírus recombinante produzido por recombinação homóloga. O inóculo 
da cotransfecção é diluído de forma seriada e distribuído em placas de 96 poços que serão observadas por microscopia de luz buscando 
o fenótipo oclusão positivo (cabeça de seta marcando a célula na primeira micrografia). O poço é então analisado pela presença de 
luminescência. Se positivo em ambos os casos, o inóculo desse poço é diluído e uma nova placa é preparada. Após 3 ou 4 placas de 
diluição, o vírus recombinante torna-se o predominante no inóculo viral. Ao fim, o inóculo purificado será amplificado, infectando uma 
moior quantidade de células. 


Recomenda-se realizar pelo menos três cotransfecções iniciais e purificar 
os recombinantes derivados paralelamente. Também é importante confirmar 
a expressão do gene de interesse por western blot ou técnica capaz de detec- 
tar a proteína expressa. Mesmo tendo o vírus recombinante semipurificado, 
é possível que nas primeiras diluições o vírus recombinante não infecte um 
número suficientemente grande de células para produzir uma quantidade 
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de proteínas detectáveis. Além do gene de interesse, a presença de um gene 
repórter que produza fenótipo detectável que não dependa de western blot 
é indispensável, como os genes egfp, fluc e lacZ. A aquisição de kits comer- 
ciais de geração de baculovírus recombinantes, como o BakPak, simplificam 
a geração de recombinantes por recombinação homóloga e são plenamente 
funcionais com o objetivo de expressão de proteínas em grande quantidade. 
No entanto, são limitados ao baculovírus AcMNPV, enquanto o protocolo 
aqui descrito pode ser adaptado a modificação de qualquer baculovírus que 
tenha uma linhagem celular suscetível cultivada in vitro. 


7.8 CONCLUSÕES 


Como mostrado nesse capítulo, os baculovírus são ferramentas biotec- 
nológicas versáteis que vêm sendo usadas como vetores de expressão de 
proteínas de interesse para diferentes áreas, como biologia, agricultura e 
medicina. O impacto do desenvolvimento desse sistema ao longo das últi- 
mas três décadas pode ser demonstrado pelo número de patentes (28.151) 
contendo o termo baculovírus após uma busca no banco de dados de paten- 
tes dos Estados Unidos!%. Esse sistema é considerado mais rápido e mais 
rentável quando comparado a sistemas de expressão baseados em células de 
mamíferos. Além disso, os baculovírus não são patogênicos a plantas, ani- 
mais ou humanos, e foram aprovados pela FDA para a produção de vacinas 
recombinantes que já estão sendo comercializadas. 


7.9 PERSPECTIVAS FUTURAS 


O estudo dos baculovírus forneceu, ao longo dos anos, valiosas informa- 
ções sobre a relação entre o vírus de DNA e seu hospedeiro, e também sobre 
a patologia da infecção. Muitas dessas informações foram importantes para 
o desenvolvimento do sistema de expressão baculovírus x célula de inseto. 
Os baculovírus continuarão a ser utilizados como vetores de expressão de 
proteínas heterólogas por muito tempo. Novos vetores para a expressão de 
múltiplas proteínas já estão em desenvolvimento e poderão ser utilizados 
para o estudo estrutural e funcional de grandes complexos proteicos. Com a 
aprovação do uso de baculovírus recombinantes para produção de vacinas, 
o desenvolvimento de vetores baseados em baculovírus para terapia gênica 
também será impulsionado. 
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8.1 INTRODUÇÃO 


Desde o desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante, no final 
da década de 1970, o mercado de proteínas recombinantes encontra-se em 
contínua expansão. Essas proteínas podem ser produzidas em diferentes sis- 
temas de expressão, incluindo bactérias, fungos, leveduras, células de inseto 
e de mamíferos e possuem aplicações variadas, que vão desde o uso em 
kits de diagnóstico até ao uso terapêutico veterinário e humano. Nas últi- 
mas duas décadas, as proteínas recombinantes destinadas ao uso terapêutico 
humano têm adquirido crescente importância, e o número de proteínas apro- 
vadas ou em ensaios clínicos está em contínuo crescimento. 

A principal vantagem na utilização de células de mamíferos como sis- 
tema de expressão para a produção de proteínas recombinantes reside no 
fato de essas células serem capazes de realizar modificações pós-traducio- 
nais (glicosilação, carboxilação, hidroxilação, dentre outras), bem como o 
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enovelamento de proteínas de uma maneira autêntica, gerando uma proteína 
com características semelhantes às proteínas presentes no nosso organismo. A 
grande maioria das proteínas recombinantes terapêuticas necessita de modi- 
ficações pós-traducionais para a correta atividade biológica. Por exemplo, a 
expressão de uma proteína glicosilada em E. coli irá resultar na produção 
de moléculas não glicosiladas e, portanto, sem atividade biológica. Em sis- 
temas de expressão baseados em leveduras, ocorrerá a ligação de cadeias 
ricas em manose, influenciando de maneira negativa o tempo de meia-vida 
da proteína quando injetada em humanos!. À produção em plantas irá gerar 
uma proteína hiperglicosilada contendo moléculas de xilose e fucose que são 
imunogênicas em humanos?. Atualmente, aproximadamente 60% de todas as 
proteínas recombinantes utilizadas para fins terapêuticos são produzidas em 
células de mamíferos. 

Apesar da capacidade de gerar um produto com propriedades terapêuticas 
aceitáveis, a plataforma de expressão de proteínas recombinantes em células 
de mamíferos possui ainda algumas limitações. Enquanto outros sistemas de 
expressão permitem a produção da proteína-alvo em altos níveis em meios de 
cultura de baixo custo, células de mamíferos necessitam de meios de cultura 
complexos e de alto custo para a manutenção de seu crescimento e conse- 
quente expressão da proteína. Portanto, para se ter um processo de produção 
viável economicamente, a manipulação genética da célula deve resultar em 
uma expressão eficiente da proteína, nos mais altos níveis possíveis. 

Para se atingir esses altos níveis de expressão, é necessária a correta sele- 
ção da linhagem hospedeira e do vetor de expressão. Uma manipulação 
genética adequada, assim como uma apropriada seleção dos métodos de 
transfecção e amplificação gênica são fatores chaves que podem conduzir a 
um aumento significativo da produtividade específica de determinado pro- 
cesso de produção. Nesse sentido, este capítulo apresenta os fatores-chaves 
necessários ao desenvolvimento da etapa inicial de um processo biotecnoló- 
gico baseado em células animais. 


8.2 LINHAGENS CELULARES 


A seleção da linhagem celular hospedeira mais adequada para a produ- 
ção de determinada proteína recombinante deve ser realizada de acordo com 
alguns critérios. À célula hospedeira deve ser de fácil transfecção, capaz de 
transcrever, traduzir, enovelar e processar a proteína de interesse correta- 
mente e, se possível, secretar o produto para o meio de cultivo. Também deve 
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ser capaz de crescer em meios livres de soro para simplificar a recuperação/ 
purificação da proteína recombinante e, com isso, reduzir custos. Além disso, 
a célula deve possuir resistência mecânica frente às tensões de cisalhamento 
provenientes da aeração e agitação do cultivo celular. Outro fator impor- 
tante a ser considerado na escolha da melhor linhagem hospedeira é a capa- 
cidade de realização das modificações pós-traducionais necessárias à da pro- 
teína de interesse. À estabilidade genética e a ausência de agentes patogênicos 
são os parâmetros-chaves considerados na aceitação ou exclusão de determi- 
nada linhagem para a produção comercial de proteínas recombinantes. 

À expressão de proteínas grandes e complexas em cultura de células é um 
desafio. Bactérias não são capazes de realizar modificações pós-traducionais 
como glicosilação e capacidade limitada de formar pontes dissulfeto. Leve- 
duras também podem ser utilizadas para produzir proteínas recombinantes, 
apresentam crescimento rápido, elevada produção e são capazes de realizar 
algumas modificações. As células vegetais também são capazes de processar 
proteínas. No entanto, todos os sistemas citados acima que realizam modifi- 
cações pós-traducionais apresentam diferenças na estrutura 3D de uma pro- 
teína humana, devido principalmente a padrões diferentes de glicosilação, 
resultando numa proteína que pode ser imunogênica. 

A produção recombinante de proteínas utilizando células de mamíferos 
oferece muitas vantagens sobre os outros sistemas de expressão menciona- 
dos. As células animais podem secretar a proteína recombinante e realizar 
modificações pós-traducionais. Atualmente, mais da metade de todas as pro- 
teínas terapêuticas recombinantes são produzidos em células animais, devido 
à sua capacidade de sintetizar proteínas que são semelhantes às formas 
humanas que ocorrem naturalmente?!” As células de inseto representam 
um sistema rápido e eficiente para a produção de proteínas recombinantes 
e vacinas complexas***?. No entanto, as células de insetos não adicionam as 
mesmas glicoestruturas encontrada em algumas proteínas humanas*?. Por- 
tanto, a escolha do sistema de expressão adequado dependerá da proteína 
recombinante a ser expressa. 

Considerando as características acima citadas, poucas linhagens celu- 
lares mostraram propriedades favoráveis para serem utilizadas na produ- 
ção em larga escala de proteínas recombinantes. Esse pequeno número de 
linhagens é resultado não somente de considerações racionais, mas também 
do fato de que poucas linhagens celulares são consideradas seguras pelas 
agências regulatórias”. 

Dentre as linhagens mais utilizadas, destacam-se as linhagens de roedores 
CHO, BHK-21, NSO e Sp2/0 e as linhagens humanas Hek-293 e PER.C6. 
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As linhagens celulares humanas possuem aplicações mais recentes, mas com 
crescente potencial de se tornarem as novas plataformas para expressão de 
proteínas recombinantes para fins terapêuticos humanos. A linhagem celular 
humana de fibrosarcoma HT-1080 está sendo utilizada para a produção dos 
produtos Dynepo (epoetin delta), Elaprase1 (iduronate-2-sulfatase) e Repla- 
gall (a-galactosidase A)*. Estudos também têm sido realizados no intuito de 
desenvolver linhagens hospedeiras otimizadas. A fusão da linhagem Hek293 
com células B humanas resultou na linhagem híbrida HKB11, que tem 
demonstrado uma elevada expressão de proteínas recombinantes. À expres- 
são de FVIII da coagulação sanguínea obtida nesta linhagem foi oito e trinta 
vezes maior do que a obtida em células Hek293 e BHK21, respectivamente”. 

A Tabela 8.1 relaciona as principais linhagens empregadas na indústria 
farmacêutica. 


Tabela 8.1 Linhagens celulares comumente empregadas na indústria farmacêutica” 














LINHAGEM CELULAR ORIGEM APLICAÇÕES 
z Expressão transiente 
Cos Primata ee : 
Produção de vírus recombinantes 
Hek293 Hagar Expressão transiente é estável 
Produção de vírus recombinantes 
BHK-21 Biimster Expressão transiente e estável 
Produção de vacinas 
CHOX] à ; 
CHO DHFR- Hamster Expressão transiente e estável 
Hibridomas, NSO, Sp2/0 Murina Eposo atil 
Produção anticorpos monoclonais 
MOCK Canina Expressão estável 
Produção de vacinas 
Per.C6 Humana a Expo o dia : 
Produção de vacinas e vírus recombinante 
Vero Primata Produção de vacinas 
Sf9, Sf21 Inseto Produção de proteínas e baculovírus recombinante 


Tn-368, High-Five™, BTI-TN-5B1-4 Inseto Produção de proteínas 





Expressão de Proteínas Recombinantes em Células de Mamiferos 311 


A seguir, encontram-se relacionadas as principais linhagens utilizadas na 
produção de proteínas recombinantes de uso terapêutico humano. 


8.2.1 Linhagens de roedores 


8.2.1.1 Células de ovário de hamster chinês 
(Chinese hamster ovary - CHO) 


Desde a sua primeira utilização comercial para a produção de ativador 
do plasminogênio de tecido humano (human tissue plasminogen activator 
- tPA), em 1986, a linhagem CHO é a mais utilizada como hospedeira para 
a produção de proteínas recombinantes de uso terapêutico. Essa linhagem 
possui um longo histórico de aprovações por agências regulatórias para a 
produção de proteínas recombinantes. Além disso, ainda não foi relatado 
nenhum efeito adverso proveniente de sua utilização”. 

Estabelecida em 1957 por Puck e colaboradores, a partir de uma cultura 
primária de células de ovário de um hamster chinês, essa célula tem origem 
epitelial‘. Desde o seu estabelecimento, ela tem sido objeto de uma grande 
variedade de estudos e foi extensamente caracterizada em relação a uma 
grande variedade de aspectos, como por exemplo, cariótipo, estrutura dos 
cromossomos, mapeamento gênico, condições de cultura, fisiologia celular 
e requerimentos nutricionais”. Fatores como a possibilidade de transfecção 
da célula com um vetor contendo o gene de interesse juntamente com genes 
de amplificação como diidrofolato redutase (DHFR) ou glutamina sinte- 
tase (GS); capacidade de crescimento, altos níveis de produtividade em larga 
escala e facilidade de adaptação para culturas em suspensão e meios livres de 
soro fetal bovino foram os principais motivos que levaram essa linhagem a se 
tornar a principal plataforma para a produção de proteínas recombinantes. 


8.2.1.2 Células de rim de hamster neonato 
(baby hamster kidney - BHK) 


A linhagem fibroblastoide BHK, naturalmente aderente, mas passível de 
adaptação para o crescimento em suspensão! é amplamente utilizada na 
produção de vacinas. No entanto, possui poucas aplicações práticas na pro- 
dução de proteínas recombinantes?. Sua principal aplicação nessa área é a 
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produção do fator VIII de coagulação sanguínea humano, que é, provavel- 
mente, a maior (300 kDa), mais complexa e desafiadora proteína recombi- 
nante já produzida comercialmente". 

Apesar de sua grande aplicação na produção de vacinas, essa linhagem é 
conhecida por sua susceptibilidade às variações genéticas, sendo um modelo 
clássico para investigar as mudanças que podem ocorrer durante os sucessi- 
vos cultivos de uma linhagem celular após ter sido amplamente distribuída. 


8.2.1.3 Linhagem celular de mieloma murino - NSO 


A descoberta realizada em 1962 por Potter e Boyce de que a injeção de 
óleo mineral na região intraperitoneal de camundongos BALB/c induzia à 
formação de neoplasmas foi o ponto de partida para o desenvolvimento da 
linhagem celular NSO. É considerado um dos sistemas mais populares para a 
expressão de proteínas heterólogas em larga escala, devido à sua capacidade 
de incorporar DNA exógeno e de produzir estavelmente as proteínas recom- 
binantes. Essa linhagem cresce em suspensão, de forma altamente dispersa, 
sem a formação de grumos. Apresenta crescimento robusto e altos níveis de 
produção de proteínas em diferentes meios de cultura!º. A eficiência dessa 
célula como hospedeira na produção de proteínas recombinantes também 
pode estar associada ao fato de serem originalmente desenvolvidas a partir 
de tumores que produzem imunoglobulinas. Essa linhagem é capaz de secre- 
tar eficientemente proteínas recombinantes!?. No entanto, quando utilizada 
para a expressão de anticorpos recombinantes, em algumas situações, podem 
efetuar a incorporação de resíduos antigênicos nos glicanos de imunoglo- 
bulinas G. Cerca de 1% dos anticorpos circulantes em humanos interagem 
com esse resíduo!º. 

À linhagem NSO juntamente com o sistema de seleção baseado na gluta- 
mina sintetase (GS), também utilizado em células CHO, tem sido empregada 
na produção de duas proteínas comerciais: Zenapaxr (dacliximab), produ- 
zida por Hoffmann-La Roche, um anticorpo monoclonal humanizado para 
a profilaxia da rejeição aguda após transplante de órgãos, e SynagisTM 
(palivizumab), produzido por MedImmune, também um anticorpo mono- 
clonal humanizado usado no tratamento pediátrico da baixa infecção do 
trato respiratorio”. 
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8.2.2 Linhagens humanas 


8.2.2.1 Hek293 


Linhagem de morfologia epitelial derivada de rim de embrião humano 
transformada com adenovírus tipo 5 humano”. É provavelmente a linhagem 
mais utilizada nas pesquisas acadêmicas para expressão de proteínas recom- 
binantes. Apesar disso, é utilizada na produção de apenas uma proteína 
recombinante já licenciada: Xigris, proteína C ativada”. 

Possui um grande potencial para se tornar umas das células mais uti- 
lizadas no desenvolvimento de novos bioprocessos de produção por ser 
uma célula de fácil transfecção e adaptação para crescimento em cultivos 
em suspensão e em meios livres de soro. Uma de suas propriedades mais 
importantes é a capacidade de produzir proteínas recombinantes com modi- 
ficações pós-traducionais mais similares às proteínas nativas presentes no 
organismo. Um exemplo prático dessa importante característica é o caso da 
proteína comercial Xigris. Essa proteína recombinante é produzida em célu- 
las Hek293, uma vez que a clivagem pro-peptídica e a gama-carboxilação 
de resíduos de ácido glutâmico, modificações pós-traducionais essenciais 
para a manutenção da atividade biológica da proteína, não são realizadas 
de maneira adequada em células CHO!*. 


8.2.2.2 PER.C6 


Desenvolvida pela empresa Crucell e pela DSM Biologics, essa linhagem 
foi originada a partir de células embrionárias de retina humana e imortali- 
zada com o gene E1 de adenovírus tipo 5. A linhagem foi inicialmente desen- 
volvida para a produção de vetores adenovirais de grau clínico para fins de 
terapia gênica. Está sendo também avaliada como plataforma de produção 
das vacinas contra influenza e vírus oeste do Nilo e para produção de pro- 
teínas recombinantes”. 

A linhagem PER.C6 cresce facilmente em suspensão até altas densidades 
(>107 células/mL) e em meios livres de soro fetal bovino. Essa capacidade de 
crescimento em altas densidades é uma característica muito importante em 
termos de bioprocesso, pois significa que uma maior quantidade do produto 
recombinante pode ser obtida utilizando biorreatores de menor volume!* !7, 
A Tabela 8.2 exemplifica essa situação. Além disso, a linhagem tem sido 
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extensivamente documentada e os bancos de células satisfazem os requeri- 
mentos das agências regulatórias americanas e europeias. 

Todas essas características tornam essa linhagem uma das plataformas 
mais avançadas para a produção de proteínas terapêuticas humanas. Pro- 
vavelmente será a linhagem de preferência para a produção de anticorpos 
monoclonais, uma vez que a mesma originou níveis de produção nunca antes 
obtidos, 27 g/L de anticorpo IgG'!*. Até o momento, quatorze produtos pro- 
duzidos nesta linhagem encontram-se em fase clínica I/lI. 


Tabela 8.2 Comparação da produção de 10 kg de proteína recombinante utilizando células com alta e baixa capacidade de crescimento 
em culturas operadas em perfusão”? 

















CHO PER.C6 
Produtividade (pg /cel dia) 15 15 
Densidade celular máxima (x 10º cel/ml) 10 100 
Proteína (mg/L) 150 1500 
Rendimento da etapa de downstream 0,5 0,5 
Proteína purificada requerida (g) 10.000 10.000 
Proteína bruta requerida (g) 20.000 20.000 
Volume de cultura (L) 133.000 13.333 
Número de corridas de 50-L 107 9 
Número de corridas de 100- 53 4 
Número de corridas de 250- 21 2 
Número de corridas de 500-L 11 | 





8.3 VETORES DE EXPRESSAO 


Todo sistema heterólogo de expressão é constituído de um vetor e uma 
célula produtora. O vetor, que pode ser uma molécula de DNA ou RNA, é 
modificado geneticamente para introduzir uma sequência de nucleotídeos 
(genes, cDNA etc.) na célula hospedeira, com o objetivo de produzir proteí- 
nas recombinantes. Dentro da célula hospedeira, o vetor pode se comportar 
de duas maneiras: (1) permanecer como uma unidade replicativa indepen- 
dente e não se integrar ao genoma da célula hospedeira, o que chamamos de 
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vetor episomal, ou (2) o vetor se integra ao genoma e se replica de acordo 
com o ciclo celular da célula hospedeira. No primeiro caso, temos a expres- 
são transitória, e, no segundo, a expressão estável de proteínas recombinan- 
tes (Figura 8.1). 
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Figura 8.1 Representação esquemática da divisão celular contendo um vetor para a expressão da proteína humana, fator VIII da coagu- 
lação (pPBMN-FVIII-I-GFP), na forma transitória e na forma estável. Na expressão transitória o vetor permanece na forma epissomal (não 
integra ao genoma) e neste caso, a replicação do vetor não coincide com a replicação da célula e após as sucessivas divisões celulares as 
cópias dos vetores são perdidos. Na expressão estável, o vetor se integra no genoma da célula e quando a células duplica o seu material 
genético para a divisão celular também duplica o vetor e assim garante que cada células filha receba uma cópia do vetor integrado. 


8.3.1 Vetores plasmidiais 


Os plasmídeos são moléculas circulares de fita dupla de DNA capazes de 
se reproduzir independentemente do DNA cromossômico. Ocorrem geral- 
mente em bactérias e por vezes também em organismos eucarióticos unice- 
lulares (por exemplo, o anel de 2-micra de Saccharomyces cerevisiae) e em 
células de eucarióticos superiores. O seu tamanho varia entre 2 kb a 20 kb. 

Com o avanço das técnicas de biologia molecular e engenharia genética, 
foi possível manipular plasmídeos bacterianos para que possam carregar 
genes de outras espécies. Os vetores plasmidiais possuem uma origem de 
replicação e um gene de resistência a um antibiótico para a seleção em bac- 
térias. Esses vetores também possuem uma origem de replicação (OR) que 
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é reconhecida nas células de mamíferos. Geralmente, essa OR é retirada de 
vírus que infectam células de mamíferos, como o SV40 (vírus símio 40). Para 
a produção da proteína heteróloga, é necessário um promotor. Promotores 
virais são frequentemente utilizados porque são fortes e produzem grandes 
quantidades de proteínas. Alternativamente, promotores de genes de mamí- 
feros que são expressos em altos níveis também podem ser utilizados, como 
EF1-alpha, actina etc. O sítio multiplo de clonagem (SMC) fica localizado à 
jusante (upstream) do promotor (Figura 8.2). 
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Figura 8.2 Representação esquemática de um vetor de expressão. Um vetor de expressão de células animais possui uma origem de 
replicação (OR) e um gene de resistência a anitbiótico para crescer em bactérias. O vetor possui um múltiplo sítio de clonagem, um 
promotor forte e um sinal de poliadelinação. Além disto, o vetor possui uma origem de replicação e um gene de seleção para células 
eucaridticas. 


Devido ao grande tamanho da maioria dos genes de mamifero, geral- 
mente os genes sao clonados na forma de cDNA seguido de um sinal de 
poliadenilação presente no vetor (na região 3’ do gene inserido). 

Muitos genes de seleção podem ser utilizados em células animais, porém 
poucos antibióticos matam células animais. O antibiótico geneticina 
(G-418), no entanto, mata células animais bloqueando a síntese proteica. A 
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geneticina é semelhante aos antibióticos neomicina e canamicina, que são 
utilizados contra bactérias. O gene da neomicina (neo) codifica a neomicina 
fosfatotransferase, que adiciona um grupo fosfato à neomicina, canamicina 
e geneticina, inativando estes antibióticos. Como consequência, neo pode 
ser utilizado para selecionar células animais utilizando G-418, ou bactérias 
utilizando neomicina ou canamicina. 

Um outro método para a seleção de células eucarióticas contendo um 
plasmídeo é a utilização de uma enzima particular que não esteja presente 
na célula hospedeira. Nesse caso, o plasmídeo contém uma cópia do gene 
que codifica a enzima funcional. Esta abordagem tem sido utilizada em sis- 
tema de expressão de levedura e de células animais. Em leveduras, genes 
que codificam aminoácidos têm sido muito utilizados. Em células animais, 
o gene DHFR que codifica a diidrofolato redutase é bastante utilizado. Esta 
enzima é necessária para a síntese de ácido fólico, e sua ação é inibida pelo 
metotrexato. Uma cópia do gene DHFR é provida pelo vetor no caso de 
células animais que não possuem o gene DHFR. Em seguida, o tratamento 
com a droga metotrexato inibe DHFR e, dessa forma, seleciona células que 
expressem altos níveis do gene DHFR no vetor. Os níveis de metotrexato 
podem ser aumentados gradativamente para selecionar um maior número 
de cópias do vetor. 


8.3.2 Vetores virais 


Nas primeiras tentativas de expressar um gene de outra espécie em células 
animais foram utilizados vírus como vetores!?2º, De acordo com a natureza 
do material genético, os vetores virais são classificados em vetores virais de 
DNA, RNA ou quimeras. Em uma célula permissiva, o vetor viral entra no 
ciclo lítico, ou seja, é integrado ao genoma da célula replicando com ele. A 
replicação do DNA viral e a sua encapsulação geram um grande número 
de vírus e levam à morte celular, o que impede a geração de uma linhagem 
recombinante estável. Para resolver esse problema, algumas modificações 
foram realizadas: (1) utilização de células não permissivas, nas quais os 
vírus se replicam independentemente do genoma celular, ou (2) utilização de 
vírus modificados que não entram no ciclo lítico e cuja propagação depende 
de um vírus auxiliar ou de uma linhagem celular específica (linhagens empa- 
cotadoras de partículas virais). 

Os vetores virais são adaptados às suas aplicações específicas, mas geral- 
mente compartilham algumas propriedades fundamentais: 
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e Segurança: embora os vetores virais sejam ocasionalmente criados 
a partir de vírus patogênicos, são modificados de forma a minimi- 
zar o risco de manipulação. Isso envolve a remoção de uma parte 
do genoma viral, essencial para a replicação viral. O vírus modifi- 
cado pode infectar as células-alvo, mas, uma vez que a infecção tenha 
ocorrido, esse vírus não possui o genoma completo necessário para a 
produção de novos vírus. À produção viral ocorre apenas na presença 
de um vírus auxiliar. 

e Baixa toxicidade: o vetor viral deve ter um efeito mínimo sobre a 
fisiologia das células que infecta. 

e Estabilidade: alguns vírus são geneticamente instáveis e podem rapi- 
damente reorganizar seus genomas. Isso é prejudicial para a previsi- 
bilidade e reprodutibilidade dos trabalhos realizados utilizando um 
vetor viral. É necessária a retirada das regiões virais que sofrem muta- 
ções e recombinações. 

e Especificidade celular: a maioria dos vetores virais é desenhada para 
infectar diversos tipos de células. No entanto, a infecção em um ou 
poucos tipos celulares é preferível. O envelope viral pode ser modifi- 
cado para infectar células específicas. 

e Marcadores: os vetores virais devem ter um gene marcador para que 
seja possível a identificação e isolamento das células que receberam 
o vetor viral. Exemplos de genes marcadores utilizados em vetores 
são os genes de resistência aos antibióticos e o gene green fluorescent 
protein (GFP), que faz as células emitirem a coloração verde quando 
expostas a luz ultravioleta (comprimento de onda de 360-400 nm). 


8.3.2.1 Tipos de vetores virais 


Retrovirus 


Os retrovirus sao vetores utilizados atualmente em abordagens de terapia 
gênica. Retrovírus recombinante como o vírus da leucemia murina de Molo- 
ney (MLV) têm a capacidade de se integrar no genoma do hospedeiro de uma 
forma estável. Eles codificam uma transcriptase reversa, que permite a inte- 
gração no genoma do hospedeiro. Esses vírus têm sido utilizados em ensaios 
clínicos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), como por 
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exemplo, no tratamento da doença da imunodeficiência combinada severa 
ligada ao X (X-linked severe combined immunodeficiency — SCID-X1)?'. 

Vetores retrovirais são capazes de infectar células-alvo e entregar sua 
carga viral, mas depois de se integrarem ao genoma da célula hospedeira 
perdem a capacidade de se replicar e não entram no ciclo lítico, o que levaria 
à morte celular. Os retrovírus são, normalmente, produzidos em linhagens 
celulares, chamadas de empacotadoras, que contêm todos os genes neces- 
sários para a síntese viral. Como o genoma viral desses vetores é grande, 
o comprimento do gene inserido é limitado. Dependendo do vetor viral, o 
comprimento máximo de uma inserção de DNA admissível é geralmente de 
cerca de 8 kb a 10 kb. 

A principal desvantagem da utilização de retrovírus como o retrovírus 
MLV é que esse vírus infecta apenas células em divisão. Portanto, células 
como neurônios são muito resistentes à infecção retroviral. 


Lentivírus 


Os lentivírus são uma subclasse dos retrovírus. Recentemente, esses vírus 
têm sido utilizados como veículos de entrega de gene (vetores), graças à 
sua capacidade de se integrar ao genoma da célula hospedeira. O genoma 
viral na forma de RNA é reversamente transcrito quando o vírus entra na 
célula para produzir o DNA, que é inserido no genoma pela enzima inte- 
grase viral. O vetor, agora chamado de provírus, permanece no genoma e é 
repassado aos descendentes da célula quando se divide. Inicialmente, o sítio 
de integração dos retrovírus (MLV e lentivírus) era considerado aleatório. 
No entanto, trabalhos demonstram que os MLV tendem a se integrar em 
regiões de promotores (ilhas CpGs), enquanto os lentivírus preferem regiões 
gênicas??º. À integração viral (o provírus) pode perturbar o funcionamento 
dos genes celulares, levar à ativação de oncogenes e promover o desenvolvi- 
mento de câncer, o que levanta preocupações quanto às possíveis aplicações 
dos vetores virais em terapia gênica. No entanto, estudos têm demonstrado 
que os vetores lentivírus têm uma menor tendência de se integrar a locais 
potencialmente causadores de câncer do que os vetores gama-retrovirais?. 

Uma característica peculiar dos vetores lentivirais é que esses vetores 
mantém a alta expressão do transgene por um longo período de tempo e 
podem ser utilizados com sucesso para modificar linhagens celulares para 


produzir proteínas recombinantes?. 
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A grande maioria dos vetores lentivirais é derivada do genoma do HIV- 
1. A Figura 8.2 esquematiza a formação do provírus HIV-1 em uma célula 
infectada e o vetor derivado do HIV-1 utilizado atualmente na modificação 
de células animais?*?”. Os vetores lentivirais de primeira geração foram 
formados simplesmente a partir de uma pequena deleção do HIV-1. Esses 
vetores não possuem um sinal de empacotamento funcional e nem o gene 
env completo, responsável pela codificação do envelope viral. As células 
transduzidas com esse vetor não produzem vírus, já que ele apenas codifica 
as proteínas estruturais e acessórias do envelope original do HIV-1. A uti- 
lização de duas outras construções (um plasmídeo com o sinal de empaco- 
tamento e um plasmídeo com os genes do capsídeo) permite a produção de 
partículas virais deficientes em replicação”. Nos vetores de segunda gera- 
ção, mais quatro genes virais, responsáveis pela virulência, foram deletados: 
o vpr, vif, vpu e nef. Vpr (lentivirus protein R) apresenta um importante 
papel na replicação viral, vif (viral infectivity factor) é importante na repli- 
cação viral e virulência, , vpu (vírus protein “u”) auxilia na secreção novo 
vírus formados e nef (negative regulatory factor) possui múltiplas funções 
e responsável pela virulência. O vetor foi reduzido aos genes gag, pol, tat 
e rev”. Gag (group-specific antigen) codifica para a poliproteína gag, um 
precursor que será processado pela protease viral durante a maturação de 
MA (proteína da matriz, p17), CA (proteína da capsídeo, p24), SP1 (pep- 
tídeo espaçador 1, p1), NC (proteína nucleocapsídeo, P7), SP2 (peptídeo 
espaçador 2, p2) e proteína P6. Pol codifica as enzimas virais transcriptase 
reversa (RT), ribonuclease H, integrase (IN) e protease do HIV (PR). Tat 
(HIV trans-activator) desempenha um papel importante na regulação da 
transcrição reversa do genoma de RNA viral. Rev (regulator of expression 
of virion proteins) se liga a um motivo de ligação de RNA rico em arginina 
do genoma viral, que atua como sinal de localização nuclear (NLS) e é 
necessária para o transporte de rev para o núcleo do citoplasma durante a 
replicação viral (Figura 8.3). Os vetores chamados de terceira geração pos- 
suem apenas três dos nove genes presentes no genoma do HIV-1 (gag, pol e 
rey) para aumentar a segurança desse sistema viral e diminuir a probabili- 
dade dos vetores formarem vírus competentes em replicação”. Por razões de 
segurança, vetores lentivirais nunca devem levar os genes necessários para a 
sua replicação. Para produzir partículas lentivirais, a técnica mais comum é 
a utilização de três plasmídeos (um contendo o gene de interesse, um para 
as proteínas do capsídeo e o terceiro para o envelope) para transfectar 
a linhagem HEK 293 que secretará os vírus no sobrenadante da cultura 
(Figura 8.4). No plasmídeo que contém o gene de interesse, é importante 
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que na região 5” do gene possua a sequência y (psi). Esta sequência é utili- 
zada para empacotar o genoma no vírus recombinante. 


A 


HIV-1 DNA proviral 


LTR RRE LTR 





B vetor lentiviral de terceira geração 
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Figura 8.3 A) Representação esquemática do provírus do HIV-1. B) Vetor lentiviral de terceira geração e C) Plasmídeos auxiliares para 
as proteínas do capsídeo e envelope. 
Adenovirus 


Ao contrário do lentivírus, o vetor adenoviral possui DNA como mate- 
rial genético e não se integra no genoma, não é replicado durante a divisão 
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celular. Isso limita a sua utilização na produção de proteínas recombinantes. 
Suas principais aplicações estão em terapia gênica e na produção de vacinas. 
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Figura 8.4 Produção de partículas lentivirais pelo sistema de tripla co-transfecção em uma célula produtora. 
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Os adenovírus compreendem uma ampla família de vírus não envelopa- 
dos que contêm uma dupla fita de DNA genômico de aproximadamente 36 
Kpb. Os adenovírus humanos, hoje com cinquenta diferentes sorotipos iden- 
tificados, são os vírus mais bem caracterizados e compreendem um impor- 
tante grupo de agentes etiológicos que apresentam capacidade de infectar 
diferentes tipos celulares. Os sintomas clínicos mais importantes associados 
aos adenovírus estão relacionados a doenças respiratórias, urinárias, ocu- 
lares e gastrointestinais. Em geral, as infecções por adenovírus são de fácil 
tratamento, mas podem ser fatais em pacientes imunocomprometidos, nos 
quais podem causar infecções generalizadas”. 
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Os vetores adenovirais carregam inserto de até 8 kb, possuem um alto 
nível de expressão, infectam um amplo espectro de células hospedeiras pós- 
mitóticas e mitóticas e podem ser produzidos com altos títulos virais. 

À estrutura genômica dos adenovírus é mais complexa do que a dos retro- 
vírus. O genoma adenoviral codifica aproximadamente quinze proteínas. A 
expressão gênica viral ocorre de uma maneira ordenada e é dirigida, em 
grande parte, pelos genes E1A e E1B, localizados na porção 5º do genoma 
adenoviral. Esses genes possuem funções de transativação para a transcrição 
de vários genes virais e da célula hospedeira. Como esses genes da região 
E1 estão envolvidos na replicação do adenovírus, sua remoção torna o vírus 
incompetente para replicação ou defectivo. A remoção também cria espaço 
para a inserção de um gene de interesse terapêutico. À região E3, cujo pro- 
duto está envolvido na habilidade do vírus em escapar do sistema imunoló- 
gico do organismo hospedeiro, também pode ser substituída por um DNA 
exógeno. Para a produção de vetores adenovirais é necessário utilizar, a 
exemplo do que ocorre com vetores retrovirais defectivos, uma linhagem 
de células empacotadoras contendo genes virais que complementem o vetor 
defectivo a ser produzido. 


Adeno-associados 


Vírus adeno-associados (AAV) são vírus de tamanho pequeno que infec- 
tam os humanos e outras espécies de primatas. Os AAV não são atualmente 
conhecido por provocar doenças e, consequentemente, acarretam uma res- 
posta imune muito leve. Os AAV podem infectar células em divisão e em 
não divisão e podem incorporar seu genoma ao da célula hospedeira. Essas 
características tornam o AAV um candidato muito atraente para a criação de 
vetores virais para terapia gênica. No entanto, este vetor possui uma capa- 
cidade para insertos de até 4,7 kb. 


8.4 EXPRESSÃO REGULADA OU ESPECÍFICA (OU 
PROMOTORES REGULÁVEIS OU ESPECÍFICOS) 


A expressão de um gene recombinante por um promotor constitutivo não 
é aconselhável se o produto recombinante for citotóxico ou afetar o cresci- 
mento celular. Nesses casos a expressão do transgene deve ser regulada. Para 
se obter um bom sistema de expressão induzível é necessário que o promotor 
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seja específico, ou seja, não deve responder a ativadores endógenos e/ou 
interferir nos mecanismos regulatórios da célula hospedeira. Além disso, o 
promotor, quando estiver não induzido, deve apresentar níveis muito baixos 
de expressão (de preferência nenhuma expressão) e deve apresentar uma res- 
posta rápida quando adicionado o indutor ao meio de cultura. O promotor 
induzível deve permitir uma regulação homogênia dos níveis de expressão de 
acordo com a concentração do indutor utilizado (dose-dependente). 

Diversas sequências (operadores) que regulam promotores positiva e 
negativamente estão sendo identificadas e incorporadas em vetores de 
expressão, como por exemplo, sequências específicas ativas em células de 
fígado podem ser utilizadas para aumentar a expressão de fator VIII recom- 
binante da coagulação em células hepáticas em cultura”. 

Os elementos regulatórios mais conhecidos são os óperons da lactose 
(Lac), tetraciclina (Tet), estreptomicina (PIP) e eritromicina (E). Os óperons 
são formados por operadores que são sequências de DNA que se ligam às 
sequências específicas (proteínas, metabólitos etc.), promovendo a diminui- 
ção ou o aumento da afinidade da RNA polimerase com o promotor. Dessa 
forma, os operadores aumentam ou inibem a transcrição de um determinado 
gene (ou conjunto de genes). No óperon da lactose, o indutor IPTG (iso- 
propil-B-D-tiogalactopiranosideo) se liga a um repressor do Operon, libe- 
rando a região promotora que poderá ser ativada pela RNA polimerase. 
Dessa forma, IPTG induz a expressão dos genes ligados ao óperon Lac. 
Uma das desvantagens desse sistema é que em altas concentrações o IPTG é 
tóxico, o que restringe a sua aplicação em larga escala**. Um outro sistema 
de indução muito utilizado em células animais é o óperon Tet. Esse sistema 
induz a expressão da transcrição, chamado de Tet-On, ou reprime (Tet-Off) 
a expressão na presença do antibiótico tetraciclina ou de seus derivados 
(como a doxiciclina). Esse sistema tem como vantagem a baixa toxicidade. 
Efeitos pleiotrópicos são a maior desvantagem desse sistema e, além disso, 
pode ocorrer a perda da repressão evidenciada pela expressão basal da pro- 
teína recombinante mesmo na ausência do indutor”. 


8.5 EXPRESSÃO DE MÚLTIPLOS GENES 


Em células animais, a maioria dos RNA mensageiros (RNAm) são mono- 
cistrônicos (codificam uma única proteína). Em alguns casos, é desejável 
a expressão coordenada de dois ou mais genes heterólogos. Em muitos 
sistemas de produção de proteínas recombinantes, é ideal que se tenha a 
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expressão da proteína desejada e também de um gene de seleção para sele- 
cionar as células produtoras de uma forma mais eficiente. Além disso, com- 
postos proteicos como subunidades de anticorpos podem ser produzidos a 
partir de um único RNAm. 

Para se obter duas proteínas a partir de um único RNAm, utilizamos 
uma sequência chamada de sítio de entrada ribossomal interno (internal 
ribosome entry site — IRES). Essas sequências foram descobertas em 1988 
em poliovirus e no virus da encefalomiocardite”*. As regiões em questão são 
descritas como regiões distintas de moléculas de RNA que são capazes de 
atrair o ribossomo eucariótico à molécula de RNAm, e, portanto, permitem 
a iniciação da tradução. Esse processo ficou conhecido como a iniciação 
interna de tradução. Em vetores de expressão, o IRES é clonado à jusante à 
sequência de cada gene, formando o que chamamos de vetores biscistrônicos. 


8.6 MÉTODOS DE MODIFICAÇÃO GÊNICA 


Existem vários métodos de introdução de DNA exógeno em uma célula 
eucariótica. Alguns métodos utilizam tratamento físico (como, por exemplo, 
eletroporação e nanopartículas), outros, produtos químicos ou partículas 
biológicas (vírus). 


8.6.1 Métodos químicos 

A transfecção química pode utilizar diversos produtos, como ciclodex- 
trina”*, os polímeros*, lipossomas ou nanopartículas”. 
8.6.1.1 Coprecipitação com fosfato de cálcio 

Esse método é muito utilizado por se tratar de um método de baixo custo. 
Foi descoberto por Graham e van der Eb em 1973”. Para introduzir o vetor 
na linhagem celular, mistura-se o DNA com cloreto de cálcio em um tam- 


pão fosfato com pH neutro, resultando num precipitado fino e visível. Esse 
precipitado é adicionado às células, que incorporam o DNA por fagocitose. 


* Ver <http://www.transfection.ws/nanoparticle based transfection reagents>. 
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8.6.1.2 Lipossomas 


Um método muito eficaz é a inserção do DNA a ser transfectado em 
lipossomas. Lipossomas são pequenos corpos de membrana limitados, que 
são, de certa forma, semelhantes à estrutura de uma célula e podem se fun- 
dir com a membrana celular, liberando o DNA no interior da célula. Para as 
células eucarióticas, a transfecção é mais bem alcançada usando lipossomas 
catiônicos (ou misturas), porque as células são mais sensíveis. À superfície 
dos lisossomas é carregada positivamente e se liga aos grupos fosfatos do 
DNA, formando um complexo que apresenta uma alta afinidade pelas car- 
gas negativas expostas na superfície das membranas celulares. A incorpora- 
ção e liberação dos complexos DNA-lisossoma no meio intracelular devem 
ocorrer por endocitose. Os agentes mais eficazes atualmente são a Lipofecta- 
mine (Invitrogen) e UptiFectin (Interchim). Apesar de eficiente, esse método 
possui um custo elevado. 


8.6.1.3 Polímeros catiônicos 


Outro método é o uso de polímeros catiônicos, tais como DEAE-dex- 
tran ou polietilenoimina. O DNA carregado negativamente se liga ao polica- 
tion, e o complexo é absorvido pela célula através de endocitose. O método 
DEAE-dextran pode aumentar a taxa de mutações porque expõe as células a 
pH extremos. Os agentes populares desse tipo são os Fugene (Roche) e LT-1 
(Mirus Bio). Já o método que utiliza o PEI é um método eficiente para linha- 
gens aderentes ou em suspensão, cultivadas com ou sem soro, além de ser de 
baixo custo e ideal para ser utilizado em larga escala. Em pH fisiológico, o 
PEI é protonado, o que o torna efetivo para se ligar ao DNA e transfectar 
células eucarióticas. Esse polímero é encontrado tanto na forma linear como 
na ramificada, sendo a linear é mais eficiente para transfecções transitórias 
em meio livre de soro. O mecanismo exato pelo qual o DNA entra na célula 
na presença de PEI ainda é desconhecido. 
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8.6.2 Métodos físicos 


8.6.2.1 Eletroporação 


À eletroporação é um método popular, apesar de exigir um instrumento 
e afetar a viabilidade de muitos tipos celulares. Nesse método, introduz-se a 
molécula de DNA na célula pela exposição destas a breves pulsos elétricos 
de alta voltagem. Esses impulsos elétricos induzem um diferencial de poten- 
cial na membrana que gera microporos, permitindo a entrada do DNA. É 
um método simples e reprodutível; no entanto, para cada linhagem celular 
é necessário determinar a duração do campo elétrico para obter a melhor 
eficiência de transfecção. 


8.6.2.2 Gene gun 
Nesta metodologia, a abordagem de inserção do gene dentro da célula 
é realizada através da utilização de uma arma. O DNA é acoplado a uma 


nanopartícula de um sólido inerte (geralmente de ouro), que é então “bom- 
bardeada” diretamente no núcleo da célula-alvo. 


8.6.3 Métodos biológicos 


8.6.3.1 Transdução viral 
O DNA também pode ser introduzido em células usando vírus como um 


vetor. Nesses casos, a técnica é chamada de transdução viral e as células 
são transduzidas. 


8.7 MÉTODOS DE SELEÇÃO E SCREENING 


Para a obtenção de clones celulares que expressem a proteína recombi- 
nante, dois métodos são os mais utilizados: 
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1) A utilização de um vetor com resistência a um antibiótico: quando o vetor 
possui um gene de resistência a uma droga, é necessário, antes de utilizar 
tal droga (G418, higromicina, puromicina etc.), titulá-la, a fim de deter- 
minar a concentração ideal para selecionar os clones estáveis. Esse pro- 
cesso é chamado de curva de morte. Esse procedimento é muito impor- 
tante porque existe uma grande variação de lote para lote na potência 
dessas drogas. Assim, é importante para cada lote do antibiótico deter- 
minar a concentração ideal da droga. É recomendada a realização de dois 
experimentos: (1) a titulação para determinar a concentração ideal da 
droga, e (2) um experimento para determinar a concentração ideal da 
densidade celular para que essas culturas permaneçam na placa de cultivo 
por até duas semanas. À quantidade de células dependerá o tamanho da 
célula. Para determinar a concentração ideal de um antibiótico a fim de 
selecionar células modificadas, é realizada uma curva com a utilização de 
diferentes concentrações da droga. À concentração que matar 100% da 
cultura em 10 a 14 dias de cultivo é a concentração ideal para selecionar 
o tipo celular testado com um vetor de expressão. 

2) A utilização de um vetor com uma proteína fluorescente: no caso de 
vetores biscistrônicos que possuem um segundo gene para uma proteína 
fluorescente, como, por exemplo, a proteína fluorescente verde (green 
fluorescent protein — GFP). A seleção dos clones pode ser realizada por 
citometria de fluxo. 


Após a obtenção de clones celulares que expressam a proteína recom- 
binante de interesse, a detecção da mesma pode ser realizada através da 
medida da sua atividade biológica (como, por exemplo, fatores da coagu- 
lação, enzimas, hormônios) ou pela sua identificação imunoquimica (Elisa, 
Western blot, Dot blot). A quantificação da atividade da proteína irá mos- 
trar a funcionalidade da mesma, já as quantificações imunoquímicas são 
úteis para a identificação das proteínas, independentemente de esta apresen- 
tar ou não atividade. As proteínas recombinantes podem também ser expres- 
sas fusionadas às caudas (tags) que irão auxiliar no processo de purificação. 
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8.8 PERSPECTIVAS 


8.8.1 Expressão transiente de proteinas 


A expressão transiente de proteínas ainda não encontrou grande aplica- 
ção nos processos industriais; no entanto, seu enorme potencial pode dar 
origem a novas alternativas para a produção de proteínas em larga escala’. 
Além disso, foi recentemente demonstrado que esta tecnologia possui tam- 
bém um grande potencial para a produção em larga escala de vetores virais 
adeno-associados***°. Essa tecnologia também tem despertado interesse para 
a produção rápida de proteínas destinadas à pesquisa básica e estudos clíni- 
cos*!. A transfecção transiente não requer a integração estável do DNA de 
interesse. Após a entrada do DNA no núcleo da célula, inicia-se a transcri- 
ção do transgene e, consequentemente, a síntese da proteína recombinante. 
Geralmente, a proteína recombinante pode ser detectada em apenas algumas 
horas após a transfecção. Apesar de a transfecção transiente ter sido utili- 
zada originalmente para culturas aderentes, a demanda de altas quantidades 
de proteínas recombinantes levou ao desenvolvimento da transfecção tran- 
siente em larga escala*?. Diversas técnicas de transfecção com vetores virais 
e não virais têm sido otimizadas para a cultura de células em suspensão. 


8.8.2 Genômica e proteômica 


As tecnologias em escala genômica, incluindo a genômica, transcriptô- 
mica e proteômica, têm potencial para contribuir no desenvolvimento de 
sistemas de expressão baseados em células de mamiíferos*. Embora ferra- 
mentas high-throughput de genômica e proteômica já estejam disponíveis 
para linhagens hospedeiras como NSO e Hek-293, a falta de informação em 
relação à sequência genômica da principal linhagem hospedeira, a célula 
CHO, tem limitado a aplicação dessa tecnologia na área de produção de 
proteínas recombinantes*!. Com desenvolvimentos futuros, essas tecnologias 
podem vir a ajudar no entendimento da fisiologia da célula hospedeira e de 
suas linhagens recombinantes derivadas, podendo possibilitar a identifica- 
ção de características que possibilitem predizer os níveis e a estabilidade da 
expressão gênica em escala industrial**. Essa identificação preditiva pode 
ser de extrema utilidade na detecção precoce de clones mais produtivos e na 
determinação de como a célula irá responder às mudanças das condições de 
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cultivo, contribuindo, assim, para a otimização do processo e definição de 
meio de cultura*!. 


8.8.3 Engenharia de linhagem hospedeira 


Muitos esforços têm sido direcionados à modificação genética da linha- 
gem hospedeira com o objetivo de melhorar os níveis e a qualidade da pro- 
dução de proteínas recombinantes****. Essas estratégias de modificação estão 
focadas nos seguintes pontos: 


1) 


Controle da proliferação celular. Altas taxas de crescimento celular, 
embora vantajosas na obtenção de altas densidades celulares em um curto 
período de tempo, podem ser prejudiciais em muitos modos de operação, 
exceto na perfusão e cultura contínua. Esse crescimento descontrolado 
ultrapassa o limite do sistema de cultura, levando à morte celular como 
consequência da exaustão de nutrientes e oxigênio ou pelo acúmulo de 
subprodutos tóxicos. Numerosas estratégias de modificação genética da 
célula têm sido desenvolvidas com a intenção de se atingir um sistema de 
produção bifásico. Esse sistema se caracteriza por uma fase inicial de alto 
crescimento celular, no qual são geradas quantidades suficientes de células 
em um período curto, e uma extensa fase de produção, com pouco ou 
nenhum crescimento, no qual a produção da proteína de interesse pode 
ser maximizada pela ausência de competição pela energia disponível na 
célula. Estratégias para se obter esse tipo de produção bifásica frequente- 
mente estão baseadas na indução química da expressão de determinados 
genes para ativar a expressão de moléculas que desempenhem funções de 
controle chaves na progressão do ciclo celular. Essa indução é realizada 
quando a densidade celular desejada é alcançada“. 

Aumento da viabilidade celular. As estratégias para o aumento da via- 
bilidade celular em cultura estão relacionadas às tentativas para postergar 
a apoptose. Nesse sentido, a engenharia da célula pode ser dividida em 
duas categorias: sobre-expressão de genes antiapoptóticos e supressão de 
genes pró-apoptóticos”. Dentre as proteínas-alvo para a sobre-expres- 
são encontram-se as proteínas Bcl-2 e Bcl-xL, bem como suas respectivas 
moléculas mutantes que tiveram parte de uma porção específica removida 
para evitar a clivagem mediada por caspases***º. Proteínas que inibem 
caspases, como por exemplo a proteína inibidora da apoptose ligada ao X 
(X-linked inhibitor of apoptosis protein — XIAP) e o modificador A de 
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resposta à citocina (cytokine response modifier A — CrmA) também têm 
sido sobre-expressas com o intuito de postergar a apoptose*!**. As estra- 
tégias que envolvem a supressão de genes pró-apoptóticos estão focadas 
nas caspases” 3 e 7 e na proteína pró-apoptótica pertencente à família da 
Bel-2, BAX, 

Redução da produção de subprodutos tóxicos (lactato e amônia). 
Para reduzir a formação de lactato durante o cultivo de células CHO, Kim 
et al.“ e Kim et al. realizaram o “nocaute”, ou a deleção, do mRNA da 
lactato desidrogenase subunidade A (LDH-A) por meio de oligonucleotí- 
deos antisenso e RNA de interferência (RNAi), ou a sobre-expressão da 
enzima piruvato carboxilase. De maneira similar, a redução do acúmulo 
de amônia foi realizado através da sobre-expressão das enzimas do ciclo 
da ureia fosfatase sintetase I e ornitina transcarboxilase*. 

Aumento da capacidade de secreção de proteínas. Para reduzir o 
estresse do retículo endoplasmático durante a secreção de glicoproteí- 
nas complexas, fato que tem sido apontado como um dos causadores da 
secreção ineficiente de proteínas recombinantes, muitos trabalhos foram 
realizados com o objetivo de sobre-expressar proteínas como a proteína 
ligante de imunoglobulina (binding immunoglobulin protein — BiP), a 
proteína dissulfeto isomerase (protein dissulfide isomerase — PDI) e a 
proteína ligante da caixa X (X-box binding protein — XBP-I). Anali- 
sando esses estudos, pode-se perceber que não existe um consenso a res- 
peito das vantagens de se expressar tais proteínas para otimizar a secre- 
ção da célula. O que se pode afirmar é que a efetividade dessa estratégia 
depende do tipo de proteína recombinante que está sendo expressa e da 
linhagem hospedeira”. 

Modulação das modificações pós-traducionais (glicosilação). A 
variação do conteúdo de glicanas de certas glicoproteínas pode afetar de 
maneira significativa a estabilidade, atividade, imunogenicidade e farma- 
cocinética das proteínas recombinantes terapêuticas**. A engenharia da 
célula para otimizar a glicosilação, e com isso diminuir essa heterogenei- 
dade, envolve modificações da sialilação da proteína recombinante, da 
glicosilação de anticorpos e das glicosilações O-ligadas*”. 


8.9 CONCLUSÕES 


Apesar dos progressos recentes, a tecnologia de expressão de proteínas 
recombinantes em células de mamíferos ainda está no seu início. Ainda há 
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muito a ser feito para melhorar a produtividade. A produção de proteínas 
recombinantes com finalidade terapêutica utilizando linhagens de mamíferos 
encontra-se em amplo crescimento e tem-se tornado a plataforma de produ- 
ção dominante nos processos industriais. Atualmente, células de mamífero 
são responsáveis pela produção de mais da metade dos produtos biofarma- 
cêuticos no mercado. Dentre as linhagens celulares de mamífero disponíveis, 
as de origem humanas têm emergido como a alternativa mais promissora 
frente à plataforma de produção baseada em células de roedores. Apesar da 
grande promessa em relação às células humanas, vale a pena ressaltar que 
não existe uma plataforma de produção universal. Um sistema de expressão 
optimizado deve ser desenvolvido para cada proteína recombinante, levando 
em consideração a estrutura da proteína a ser expressa, a linhagem celular e 
as propriedades do vetor de expressão. 
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9.1 INTRODUÇÃO 


A recombinação sítio específica que reorganiza segmentos de DNA é uma 
ferramenta biotecnológica poderosa e tem sido utilizada com inúmeras fina- 
lidades, tais como: engenharia genética envolvendo deleções gênicas con- 
dicionais, translocações cromossômicas, introdução de cassetes gênicos em 
locais específicos do genoma e controle da expressão gênica. Anteriormente 
ao advento das atuais técnicas de engenharia genética, a função gênica de 
bactérias era inferida através da associação de um fenótipo a um gene dele- 
tado randomicamente, ou transferido por meio dos mecanismos clássicos de 
recombinação genética bacteriana (conjugação, transdução, transformação). 
Partia-se, então, de uma alteração fenotípica para a inferência de qual gene 
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estaria envolvido naquele fenótipo. Testes adicionais para a identificação 
gênica se faziam necessários na maioria das vezes. 

A obtenção de mutantes aleatórios, seja pela exposição a agentes mutagê- 
nicos químicos ou físicos, ou pela utilização de elementos genéticos móveis 
de inserção aleatória, conhecidos como transposons, foi largamente utilizada 
por décadas com o intuito de se obter informação gênica e, ainda, é indicada 
para os casos em que se busca um fenótipo específico a partir de genomas 
totalmente ou parcialmente desconhecidos (Figuras 9.1 e 9.2). No entanto, 
a busca de mutantes específicos dentro de uma coleção randômica é extre- 
mamente laboriosa, e deve-se considerar que, muitas vezes, o fenótipo que o 
gene de interesse afetará não se apresentará claramente. 
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TRANSPOSASE @ 
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Figura 9.1 Esquema de criação de mutantes aleatórios utilizando transposons (adaptado de Hackett et al.'). 


A mutagênese sítio-dirigida (MSD) é fruto do progresso das técnicas 
modernas de biologia molecular. Os avanços em sequenciamento de DNA 
e a disponibilização de genomas e transcriptomas, bem como as técnicas de 
proteômica, têm permitido abordagens mais precisas na elucidação da fun- 
ção gênica, na mesma velocidade em que têm gerado massivas informações 
às quais devem ser atribuídas funções. 
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Figura 9.2 Esquema demonstrando a utilização de transposons para criação de mutantes aleatórios. Inferência da função gênica a 
partir da busca por um fenótipo conhecido (adaptado de Lamrabet; Drancourt?). 


A MSD consiste na criação de uma mutação específica em uma região 
conhecida do DNA, com o intuito básico de atribuir a genes ou ORFs (open 
reading frames) de sequências conhecidas funções ainda não inferidas, pre- 
ditas ou pobremente atribuídas. Avalia-se o mutante gerado aplicando-se um 
contexto fenotípico pertinente ao que se busca, como, por exemplo, virulên- 
cia, divisão celular, metabolismo, formação de biofilme, entre muitos outros, 
comparando-o à linhagem selvagem original. 

Iniciar uma avaliação genética a partir de uma mutação específica em um 
gene alvo, e não de um mutante fenotípico obtido, tem sido o procedimento 
mais aceito e mais utilizado por fornecer resultados altamente significativos. 
A maneira mais eficiente, e aceita, para a disrupção sítio dirigida de genes 
específicos em bactérias é a mutação por substituição alélica ou recombina- 
ção homóloga, na qual ocorre uma permuta espontânea entre o gene cro- 
mossômico selvagem e uma cópia truncada pela inserção de um marcador, a 
qual é apresentada clonada em um plasmídeo. 

Inúmeras metodologias, baseadas em substituição alélica para inativa- 
ção de genes cromossômicos, em bactérias gram-positivas e gram-negativas, 
estão disponíveis na literatura e têm sido aprimoradas com o passar dos 
anos*>. A principal vantagem da substituição gênica é a geração de mutantes 
cromossômicos estáveis e a possibilidade de se gerar mutações não polares, 
ou seja, mutações nas quais apenas o gene deletado tem sua transcrição 
diretamente afetada, minimizando ou anulando os efeitos na transcrição de 
genes adjacentes, e, por consequência, minimizando quaisquer interferências. 
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9.2 FUNDAMENTOS 


A maioria das técnicas de recombinação alélica requer a construção de 
vetores suicidas carreando um clone truncado do gene alvo para o passo 
posterior de recombinação cromossômica. O gene deletado é construído por 
pelo menos três passos de reações em cadeia de polimerase (polymerase 
chain reaction — PCR) e consiste de um gene marcador, geralmente um cas- 
sete de resistência a antibiótico (sendo o cloranfenicol, a tetraciclina e a 
canamicina os mais utilizados), flanqueado por sequências longas (apro- 
ximadamente 500 pb) e homólogas ao gene-alvo. Essa construção deve se 
apresentar clonada entre os sítios de restrição correspondentes às opções 
de corte disponíveis nos plasmídeos de clonagem a serem utilizados para a 
montagem do inserto. Depois de montado e clonado, o inserto é digerido 
por endonucleases de restrição e ligado ao plasmídeo suicida (Figura 9.3). 


Figura 9.3 Esquema demostrando desde a construção do gene truncado até inserção no vetor de clonagem. 


A chave do processo é a utilização de vetores suicidas, os quais não se 
replicam dentro de determinadas situações, que devem ser aplicadas no 
momento da seleção dos recombinantes (Figura 9.4). São exemplos de tais 
vetores de E. coli: ColE1 e derivados, os quais não se replicam em mutan- 
tes polA; pSC101 e seus derivados, os quais são termossensíveis, e vetores 
dependentes do gene pir, os quais apresentam origem de replicação do plas- 
mídeo R6K. Entre as gram-positivas, destaca-se a família de vetores depen- 
dentes do gene repA, os quais são amplamente utilizados. 

O plasmídeo suicida, carregando uma sequência clonada do gene trun- 
cado, é transferido para a célula-alvo da deleção por conjugação ou trans- 
formação. Em condições não permissivas para a replicação do vetor, a célula 
bacteriana alvo mantém uma resistência específica ao antibiótico usado para 
construção do gene deletado apenas se houve integração do gene truncado 
no cromossomo bacteriano, através de recombinação homóloga entre o gene 
clonado no vetor e o gene alvo no cromossomo bacteriano. O passo poste- 
rior é a excisão do vetor a qual pode ser selecionada pela sensibilidade ao 
antibiótico repórter do plasmídeo suicida (Figura 9.5). 
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Figura 9.4 Exemplos de plasmídeo suicida com origem de replicação do plasmideo R6K (A) e pCS 101 (B) (adaptado de Crépinć). 
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Figura 9.5 Esquema demonstrando a recombinação homologa com utilização de vetores suicidas para deleção de genes específicos 


(adaptado de Lamrabet; Drancourt?). 
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9.3 TÉCNICA LAMBDA RED 


A técnica Lambda red (À Red), descrita por Datsenko e Wanner, possibilita 
a deleção de genes cromossômicos em apenas um passo”, através da substi- 
tuição gênica direta de dois fragmentos curtos de DNA (aproximadamente 
50 pb) que flanqueiam um gene de resistência a antibiótico amplificado por 
PCR (Figura 9.6). Essa técnica facilita enormemente a geração de mutantes 
específicos para análise genômica funcional e revolucionou as técnicas con- 
vencionais de deleção baseadas em clonagem e utilização de vetores suicidas. 
A técnica Lambda red tem sido aceita por muitos pesquisadores e ampla- 
mente utilizada para inúmeros propósitos em E. coli, em outras espécies de 
enterobactérias como Salmonella spp, Shigella sp. Proteus sp, Citrobacter sp 
e em outras inúmeras espécies de bactérias gram-negativas e gram-positivas, 
dispensando a utilização de plasmídeos suicidas carreadores de insertos e 
dispensando todas as etapas de clonagem. 

Poucas bactérias são naturalmente competentes a serem transformadas com 
fragmentos lineares de DNA. Uma das razões para tanto, em Escherichia coli, é 
a presença de sistema de metilação e restrição. Cosloy e Oishi? verificaram que 
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Figura 9.6 Esquema búsico demonstrando os passos para deleção gênica pelo sistema de Lambda red (adaptado de Roth’). 
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mutantes de E. coli que carregavam o complexo de recombinação RecBCD e 
que eram deficientes na exonuclease V passavam a ser transformáveis por DNA 
linear e altamente eficientes em sofrer recombinação”. 

Muitos bacteriófagos codificam seus próprios sistemas de recombinação 
homóloga. Na última década, foi demonstrado que o complexo À Red (y, B 
e exo), derivado do fago À, é capaz de promover recombinações homólogas 
muito mais eficientemente que os exibidos pelo complexo RecBCD, utili- 
zando fragmentos lineares de DNA. 

A chave da técnica Lambda red encontra-se no plasmídeo pKD46, cons- 
truído a partir de genes derivado do fago lambda (A), e baseia-se na trans- 
formação da linhagem a ser mutagenizada com este plasmídeo (Figura 9.7). 
O plasmídeo pKD46 possui uma origem de replicação sensível à tempera- 
tura derivada de um grupo de incompatibilidade plasmidial que permite que 
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Figura 9.7 Esquema do plasmideo pXD46 carregando o sistema de recombinase (adaptado de Datsenko; Wanner’). 
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ele seja aceito pela maioria das linhagens bacterianas, gram-negativas ou 
gram-positivas, independentemente dos plasmídeos nativos que estas alber- 
guem, ao mesmo tempo que permite limitar sua multiplicação na bactéria 
hospedeira por meio da elevação da temperatura de incubação da amostra 
de 30 °C para 37 °C ou 41 °C’. O plasmideo possui um gene repórter beta 
lactamase activity (bla) que confere resisténcia 4 ampicilina e atua como 
gene reporter; e genes para trés proteinas derivadas do genoma do fago 
lambda: y Gam, red B e red a também conhecida como exo. A triade esta 
sob o controle de um promotor de utilização de L-arabinose (pARA). Red 
a é uma exonuclease de dupla fita com atividade específica para o sentido 
5'-3º. Red B medeia o anelamento entre as fitas do genoma e do inserto e 
a reação de troca do gene alvo pelo fragmento contendo o gene truncado a 
partir das extremidades do DNA com o auxílio de Red a. A proteína y Gam 
atua inativando a exonuclease V de E. coli, o que garante a manutenção da 
integridade do inserto de DNA linear eletroporado”. 


9.3.1 Considerações a respeito do pKD46 


O plasmídeo pKD46, o qual garante a habilidade de recombinação a 
linhagem a ser mutagenizada, é de difícil transformação. Poucos autores rela- 
tam essa dificuldade, embora, certamente, ela seja conhecida. Serra-Moreno 
et al.!! testaram a eficiência na transformação da linhagem DH10P com os 
plasmídeos pKD46 e pBC-SK e verificaram que a eficiência de transforma- 
ção do primeiro é ínfima se comparada a do segundo!!. Outro problema a 
se considerar é a excisão de genes provenientes de profagos do genoma da 
bactéria-alvo após a transformação com o pKD46. Serra-Moreno et al.!! 
demonstraram que de cada cem colônias de E. coli K-12 transformadas com 
pKD46, apenas seis mantinham o gene oriundo de profago shiga like toxin 
(stx) no genoma, ao passo que de cem colônias transformadas com o plas- 
mídeo controle pBC-SK, todas mantinham stx no genoma!!. Duas hipóteses 
podem explicar o fato: (1) a presença do pKD46 com genes oriundos do fago 
lambda despertaria o ciclo lítico de profagos dormentes no genoma da E. 
coli; (2) o estresse do preparo duplo da bactéria eletrocompetente, primeiro 
para eletroporação do plasmídeo e segundo para eletroporação do inserto, 
ativaria o sistema SOS da bactéria, que ativaria o ciclo lítico dos profagos. 
A deleção de genes oriundos de profagos do cromossomo bacteriano requer, 
portanto, atenção especial. 
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Outra característica importante a se considerar é que o pKD46 é um plas- 
mídeo de baixo número de cópias, ocorrendo em aproximadamente quatro 
cópias por célula bacteriana, de forma que kits específicos para extração 
de plasmídeos de baixo número de cópias são indicados. Além disso, reco- 
menda-se preparar um volume de 10 mL da cultura carreadora matriz do 
pKD46 concentrando todo o volume da cultura para apenas um evento de 
extração plasmidial para transformar a linhagem-alvo. A linhagem matriz 
do pKD46 para a extração plasmidial deve ser uma linhagem hábil a produ- 
zir boa quantidade do plasmídeo, mantendo-o íntegro e estável sempre que 
cultivada a 30ºC, recomenda-se que esteja em uma E. coli K-12 linhagem 
DH10. Devido às suas características de termossensibilidade, nenhuma cul- 
tura carreando este plasmídeo pode ser cultivada em temperatura superior a 
30 °C, sob o risco de perdê-lo ou desestabilizá-lo. 

Uma dificuldade comumente encontrada durante a transformação de 
linhagens de campo com o plasmídeo pKD46 é a atividade de DNAse da 
colicina produzida por muitos plasmídeos nativos presentes nestas linha- 
gens. Para solucionar o problema, o preparo das células eletrocompetentes 
para o recebimento do pKD46 deve ocorrer a 30 ºC, e nao a 37 °C, como 
convencionado. À menor temperatura mantém a colicina subativa, favore- 
cendo a entrada e manutenção do pKD46. 

Seguidas as recomendações, o pKD46 é transformado com facilidade e, 
uma vez dentro da bactéria-alvo, este pode ser mantido por tempo indeter- 
minado e deve ser induzido a cada procedimento de deleção gênica à qual a 
bactéria for submetida. 


9.3.2 Indução das proteinas de 
recombinação presentes no pKD46 


Quanto à indução, preconiza-se que a quantidade de ampicilina utilizada 
nesse momento seja de aproximadamente 20 pg/mL, e não 100 pg/mL, como 
ocorre na rotina laboratorial. Preconiza-se, também, que o volume de cul- 
tura preparado para a indução seja igual ou superior a 20 mL de caldo LB, 
TSB ou caldo nutriente. Serra-Moreno et al.'! testaram volumes de cultura 
carreando o pKD46 de 5 mL a 50 mL e verificaram que uma maior obtenção 
de mutantes era conseguida utilizando-se o maior volume!!. À indução das 
proteínas do fago lambda presentes no pKD46 por L-arabinose é necessária 
a cada protocolo de deleção gênica, pois essas proteínas não se mantêm após 
congelamento e descongelamento, de forma que não se pode guardar uma 
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cultura induzida. Assim sendo, a indução deve ser feita durante cada preparo 
de cultura eletrocompetente por adição de L-arabinose a 1 M. Datsenko e 
Wanner”, quando descreveram a técnica, conseguiram a indução do sistema 
Lambda red com 1 mM de L-arabinose” e, embora o sistema de indução seja 
classificado como “tudo ou nada”?2, ou seja, a presença de arabinose em 
qualquer quantidade induziria o sistema, recomenda-se trabalhar com uma 
quantidade em torno de 200 mM de L-arabinose. Um gradiente de L-arabi- 
nose de 1 mM a 100 mM evidenciou maior obtenção de mutantes de K-12 
quando se utilizou a maior concentração. A indução é feita até que a cultura 
atinja a OD,,, 0,4, o que irá variar em tempo de acordo com a linhagem 
bacteriana e as condições de trabalho. Calvin e Hanawalt!º verificaram que a 
eficiência de transformação e a sobrevivência das células são dependentes da 
fase de crescimento da cultura bacteriana”. Quando a cultura se encontra em 
crescimento exponencial, as células são mais sensíveis à morte por formação 
de poros, porém, as que sobrevivem são transformadas em uma taxa extre- 
mamente elevada. Nas culturas muito próximas à fase estacionária a sobre- 
vivência aumenta, embora a eficiência de transformação diminua. Através de 
experimentos verificou-se que a OD, 0,4 é considerada ótima, assim sendo, 
uma vez alcançada, iniciam-se as lavagens da linhagem bacteriana pKD46 
induzida, ou seja, o preparo da célula eletrocompetente. 

A preparação de células eletrocompetentes requer a remoção dos com- 
ponentes iônicos do meio, com o objetivo de prevenir formação de corrente 
elétrica no interior da cubeta durante a eletroporação. Para isso, são neces- 
sárias lavagens do sedimento bacteriano, por meio de seguidas etapas de 
centrifugação e ressuspensão. Este processo é trabalhoso e demorado, resul- 
tando em perdas consideráveis, uma vez que ao final das lavagens as bactérias 
tornam-se mais difíceis de serem sedimentadas. Existem variações significati- 
vas na eficiência da eletroporação em cada amostra, o que ocorre devido às 
dificuldades inerentes à padronização do procedimento de lavagem, somado 
à qualidade do DNA utilizado. O sucesso na preparação das células eletro- 
competentes depende da qualidade da cultura em termos da quantidade de 
bactérias e da pureza da água deionizada utilizada nas lavagens, além da 
eficiência de todas as operações realizadas do começo ao fim do processo. 


9.3.2 Construção e eletroporação do inserto 


A segunda transformação preconizada na técnica de lambda red é a ele- 
troporação de um fragmento obtido por PCR, o qual é composto de um gene 
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de resistência ao antibiótico canamicina (Km) ou cloranfenicol (Cm), flan- 
queado por uma sequência curta de apenas 50 pb homóloga ao gene-alvo 
(Figura 9.6a). 

Para a construção do inserto, pares de iniciadores de 70 bp são sinteti- 
zados (Figura 9.6c). Nesta sequência, 50pb devem ser exatamente idênticos 
ao gene a ser deletado, havendo, portanto, a necessidade do sequenciamento 
de DNA do gene a ser mutado, além de sequências adjacentes a montante 
e a jusante do mesmo (Figura 9.6b). Esses 50 pb devem, preferencialmente, 
ser imediatamente anterior ao códon iniciador (ATG, GTG ou TTG) da 
transcrição do gene alvo na sequência direta (“forward”) e imediatamente 
posterior ao códon de terminação (TAA, TAG ou TGA) da transcrição do 
gene-alvo na sequência reversa (“reverse”). Dessa maneira, garante-se uma 
mutação apolar, ou seja, o gene-alvo é removido totalmente sem modifi- 
car a expressão dos genes adjacentes, promovendo alterações fenotípicas 
exclusivamente devido à falta do gene-alvo. Os outros 20pb dos iniciadores 
são referentes à sequência para a amplificação do cassete de resistência ao 
antibiótico Km, caso seja utilizado como molde o plasmídeo pKD4, ou Cm, 
se o molde utilizado for o plasmídeo pKD3. Ambos os cassetes de resis- 
tência podem ser amplificados a partir do mesmo par de iniciadores, uma 
vez que a sequência FRT, contida em ambos os plasmídeos-moldes e que 
flanqueia o gene de resistência ao antibiótico, é a mesma. Esta sequência 
FRT é a mesma que permitirá a retirada do cassete de resistência ao final 
da técnica pela recombinase FLP. Os plasmídeos pKD3 e pKD4 são plas- 
mídeos que se replicam apenas em linhagens lambda pir, pois têm origem 
de replicação do tipo rec6K, a qual necessita da proteína Pir codificada 
por suas linhagens hospedeiras para se replicar. Assim, controla-se o efeito 
fenotípico da entrada desses plasmídeos na bactéria-alvo, de forma que a 
resistência ao cloranfenicol ou à canamicina deva-se apenas à incorporação 
cromossômica do inserto. Esses plasmídeos possuem, ainda, um sítio para 
digestão pela endonuclease de restrição Dpnl, de forma que uma simples 
digestão enzimática do inserto com esta enzima antes da eletroporação evita 
que a presença de resíduos do plasmídeo-molde no material eletroporado dê 
à linhagem-alvo a característica de falso mutante, uma vez que a resistência 
ao antibiótico seria dada pela presença do plasmídeo na bactéria, e não pela 
recombinação entre o inserto contendo o cassete de resistência ao antibió- 
tico e o cromossomo selvagem. 

O inserto contendo o cassete de resistência é gerado por uma rea- 
ção comum de PCR, utilizando os iniciadores longos (70 pb) já citados 
(Figura 9.6d). Muitos pesquisadores optam por utilizar polimerases de alta 
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fidelidade, enquanto outros utilizam a Taq recombinante comum. A tem- 
peratura de anelamento pode ser optimizada por gradiente para cada frag- 
mento a ser gerado, embora a temperatura de 50 °C tenha sido utilizado 
com sucesso. 

A quantidade de inserto a ser eletroporado é um fator crítico, tal qual a 
pureza desse material. Testes têm sido feitos para relacionar a quantidade de 
DNA a ser eletroporado, e a influência deste na obtenção de mutantes. Os 
resultados apontam para uma maior obtenção de mutantes em linhagens de 
campo utilizando 0,5 pg de DNA. Dessa forma, preconiza-se trabalhar com 
uma quantidade igual ou superior a esta. Boa quantidade de inserto é obtida 
com cinco reações de PCR de 50 pL cada. Após a corrida eletroforética, que 
confirmará o tamanho do fragmento, sendo de 1,6 Kb para o pKD4:Kan, ou 
de 1,1 Kb para o pKD3:Cm, o DNA deve ser precipitado utilizando cloreto 
de sódio 5 M (200 mM de concentração final) ou acetato de sódio 3 M e 
etanol absoluto!*. Técnicas alternativas de precipitação como a utilização de 
2-butanol podem ser empregadas se a remoção do resíduo de sal for uma 
limitação para a eletroporação. No entanto, kits comercias de purificação de 
produto de PCR não são recomendados, pois suas colunas retêm quantida- 
des significativas de DNA que acabam por serem limitantes à técnica. Outro 
parâmetro importante a se considerar é a quantidade de iniciadores que 
restam da reação de amplificação. O DNA de menor peso molecular tende 
a entrar mais facilmente nas células do que os de maior peso, de forma que 
os iniciadores e os dímeros de iniciadores podem competir com os insertos 
pelas proteínas do sistema Lambda red. 


9.3.3 Seleção dos mutantes 


Após a segunda eletroporação, a transformação com o inserto, a bacté- 
ria é recuperada por duas horas a 37 ºC, ou durante a noite à temperatura 
ambiente para linhagens de campo consideradas recalcitrantes em deleção. 
Embora o plasmídeo pKD46 tenha origem de replicação termossensível e o 
plasmídeo seja eliminado da célula a 37 ºC, as enzimas expressas durante o 
preparo das células eletrocompetentes têm atividade a 37 ºC. 

Decorrido o período de recuperação, a amostra é centrifugada para sedi- 
mentação das células bacterinas e concentradas para o plaqueamento em ágar 
LB contendo canamicina ou clorafenicol. Datsenko e Warner recomendam 30 
pg/mL e 20 pg/mL dos antibióticos, respectivamente”. No entanto, a con- 
centração de antibiótico também é um fator importante a ser considerado. 
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Sugerimos, em concordância com outros autores, a utilização de 20 pg/mL de 
canamicina e 5 pg/mL de cloranfenicol, pois não obtivemos êxito com con- 
centrações superiores trabalhando com linhagens de campo recalcitrantes. As 
placas devem ser incubadas a 37 °C, e as colônias emergentes após 24 ou 48 
horas podem ser replaqueadas em ágar LB contendo concentrações superio- 
res de antibiótico. Colônias que não crescem em ágar LB com antibiótico no 
replaqueamento são mutantes falsos, ou seja, albergam o plasmídeo-molde 
(pKD3 ou pKD4), e não a deleção cromossômica, sendo estes facilmente 
selecionáveis por replaqueamento, já que tais plasmídeos não permanecem 
em linhagens que não produzem a proteína Pir, de forma que a colônia não 
crescerá novamente na presença do antibiótico (Figura 9.8). 
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1.Eletroporação: | Plasmídio molde Crescimento em SOC por 
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Semear em LB Agar com | - Colônias em que ocorreu a recombinação (B) 
antibiótico: J - Colônias com a presença do plasmídio malde (C) 
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Resemear em LB Agar com (ie Crescimento das colônias mutantes: 
antibiótico: Para utilização para a confirmação e o estoque dos 


} mutantes. 


Figura 9.8 Esquema de seleção do mutante. 


9.3.4 Confirmação da deleção 


A confirmação da deleção pode ser realizada de duas formas: reação de 
amplificação por PCR ou sequenciamento. À confirmação por sequenciamento 
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determinará se houve a recombinação e se esta ocorreu no local correto. Os 
limitadores desta técnica são o tempo, o custo e a disponibilidade de equipa- 
mentos. À confirmação por PCR consiste na comparação do perfil eletroforé- 
tico em gel de agarose entre a linhagem selvagem e a linhagem mutante. Para 
isto, existem duas possibilidades de amplificação: a utilização de oligonucleoti- 
deos iniciadores internos ou imediatamente externos ao gene deletado (Figura 
9.9). Ao se utilizarem iniciadores externos ao gene deletado, a linhagem selva- 
gem apresentará no perfil eletroforético uma banda com tamanho similar ao 
tamanho do gene em questão, enquanto a linhagem mutante apresenta uma 
banda com tamanho similar ao tamanho do gene de resistência a antibiótico 
inserido no lugar do gene deletado. Os iniciadores devem ser desenhados de 
forma que sejam gerados produtos de tamanhos diferentes para mutantes e 
selvagens, diferença esta nítida em gel de agarose. A reação com iniciadores 
internos permite verificar a presença ou a ausência do gene nas linhagens, ou 
seja, a linhagem selvagem apresentará uma banda, mas a linhagem mutante, 
não. Aconselha-se a realização dos dois tipos de confirmações por PCR, pois 
o primeiro determina se a inserção do cassete de resistência ao antibiótico 
ocorreu no local correto, enquanto o segundo, além de confirmar a deleção, 
mostra que não existe uma segunda cópia do gene no genoma da linhagem. 
Combinar os iniciadores de verificação com os iniciadores de amplificação do 
cassete de resistência (o mesmo usado para construção do inserto truncado) 
agrega confiança à verificação em termos de orientação do cassete. 





Linhagem selvagem Linhagem mutante 
Gene de 
al gene alvo a2 al ri ainiin r2 a2 
fi > ela Fa > < Rê 
di i i 
IP] iR2| ip R2 : 
| EN 
1. Amplificação com x pb T É Y pb 
iniciadores Fi e R1 e E a 
0 pb 


2. Amplificação com Z pb 


iniciadores F2 e R2 


(sem amplificação) 





Figura 9.9 Esquema de confirmação da deleção gênica por reação de amplificação por PCR. Utilização de dois pares de iniciadores: 
(1) Um par externo ao gene (Fl e R1), resultando em amplificação na linhagem mutante e na selvagem, sendo dois fragmentos de 
tamanhos diferentes; (2) Um par interno ao gene (F2 e R2), resultando em amplificação apenas na linhagem selvagem. 
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9.3.5 Retirada do cassete de resistência 


Esta etapa que é considerada optativa, pode ser necessária e fundamental 
para a produção de linhagens vacinais, as quais não podem possuir mar- 
cas de resistência a antibióticos; neste passo, um plasmídeo que expressa 
a enzima recombinase FLP (flipase) pode ser utilizado para remover o cas- 
sete de resistência a antibiótico. Esta enzima age diretamente nas sequências 
repetitivas FRT (sítio de reconhecimento da FLP), que flanqueiam o gene de 
resistência a antibiótico, de forma a removê-lo totalmente. Existem diversos 
plasmídeos construídos que expressam esta enzima. Dentre os mais utiliza- 
dos para Escherichia coli está o pCP20, que confere resistência ao cloran- 
fenicol e à ampicilina, apresenta replicação sensível à temperatura. Para 
a reação de remoção do cassete de resistência ocorrer, é necessário apenas 
que o plasmídeo seja transformado na linhagem mutante e que esta seja 
cultivada a 29 ºC, para que a FLP seja produzida e a recombinação ocorra 
(Figura 9.10). Decorrido este passo, procede-se à seleção de recombinantes 
sensíveis ao cassete utilizado (canamicina ou cloranfenicol). Para a remoção 
do plasmideo, basta cultivar as colônias Km* ou Cm* em temperatura igual 
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Figura 9.10 Esquema de remoção do gene de resistência a antibiótico utilizando o plasmideo pCP20. 
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ou superior a 37 ºC. Novamente, a retirada do cassete de resistência se faz 
importante quando existir a necessidade de restrição de bactérias resistentes 
a antibióticos no ambiente e quando se pretender utilizar a linhagem cons- 
truída para fins vacinais. 


9.4 TÉCNICA LAMBDA RED: APLICAÇÕES E LIMITAÇÕES 


Desde sua criação, a técnica do À red vem sofrendo modificações que têm 
permitido sua aplicação em diferentes tipos de estudo. Além de sua utiliza- 
ção para deleção de genes cromossomais, a qual foi objeto deste capítulo, 
o método À red, com as devidas modificações, permite ainda a inserção de 
genes em regiões-alvo do cromossomo bacteriano e deleções/inserções de 
sequências de DNA em plasmídeos e cromossomos bacterianos artificiais. 
Com a técnica, é possível, por exemplo, restaurar sistemas, vias ou estrutu- 
ras naturalmente defectivas em um micro-organismo, ou mesmo direcionar a 
produção de proteínas recombinantes. O método pode, ainda, ser empregado 
para inserção de tags em regiões alvo do genoma bacteriano, permitindo, 
por exemplo, estudos de expressão gênica bacteriana em ambientes comple- 
xos como o trato intestinal, o qual hospeda micro-organismos ainda desco- 
nhecidos contendo genes homólogos aos da bactéria de interesse. Devido às 
inúmeras aplicações, o método À red continuará sendo muito utilizado na 
manipulação genética de micro-organismos. 

Apesar de ser uma metodologia versátil, o À red possui suas limitações. Por 
exemplo, sequências curtas com homologia a um DNA-alvo são suficientes 
para que ocorra a recombinação, o que pode ser problemático se a região 
-alvo for repetitiva. O método utiliza produtos de PCR para recombinação, e 
caso a região amplificada contenha erros na sequência de nucleotídeos, oca- 
sionará mutações não esperadas. À confirmação da sequência dos produtos 
de PCR por sequenciamento ajuda a evitar o problema. A principal limitação 
da técnica se dá quando mutações em diferentes genes são realizadas em uma 
mesma estirpe bacteriana. Devido à falta de disponibilidade de cassetes, há 
a necessidade de removê-los antes da mutação subsequente. O processo de 
retirada dos cassetes com auxílio do pCP20 deixa sítios de restrição do tipo 
FRT, os quais podem levar à deleção de fragmentos do genoma quando o 
processo de remoção de cassete é repetido. Por isso, a realização de mutações 
múltiplas na mesma estirpe é desaconselhada por esta técnica. 
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9.5 PROTOCOLOS LAMBDA RED 


Construção e preparação do inserto 


e Reação de amplificação com enzima de alta fidelidade, seguindo as 
especificações do fabricante (variável de acordo com a enzima a ser 
utilizada), utilizando-se o plasmídeo pKD3 ou o pKD4 como DNA 
molde para a amplificação do cassete de cloranfenicol ou canamicina, 
respectivamente. 

e Confirmação dos amplicons em gel de agarose 1% (aproximadamente 
1,1 Kb para Cm e 1,6 Kb para Km). 

e Concentração do inserto pela técnica do cloreto de sódio 5 M**. 


1) Acrescentar 10 pL de cloreto de sódio 5 M e 650 pL de etanol absoluto 
gelado a 200 pL de produto de PCR. 

2) Homogeneizar, por inversão, e incubar a -20 °C por 20 minutos. 

3) Centrifugar em microcentrifuga refrigerada a 4 °C, 12.000 rpm por 
10 minutos. 

4) Lavar o DNA precipitado 3 vezes em 1 mL de etanol 70% (12.000 rpm, 
4 °C por 2 minutos) 

5) Secar o sedimento por 5 minutos em estufa a 37 ºC para evaporação 
do etanol. 

6) Ressuspender o DNA em 10 pL de água ultrapura. 


Eletroporação do inserto 


Pré-inóculo: 

1) Preparar cultura da linhagem carregando o plasmídeo pKD46 em caldo 
LB contendo 100 pg/pL de ampicilina. 

2) Incubar a 29 °C por 18 horas (estatico ou em agitação). 


Indução das proteínas de recombinação presentes no pKD46 


1) Inocular 500 pL do pré-inóculo em 20 mL de caldo LB fresco com 20 pg/ 
mL de ampicilina e 5 mL de L-arabinose a 1 M. 

2) Incubar a 29 °C em agitacao (150 rpm) até a DO,,, 0,4 

3) Acrescer um volume adicional de 5 mL de L-arabinose a 1 M para super 
-expressão do sistema Lambda red em linhagens de campo. 

4) Incubar por mais 40 minutos a 29 °C em agitação (150 rpm). 
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Lavagem e eletroporação 


1) Centrifugar a 4.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. 

2) Descartar o sobrenadante 

3) Lavar por três vezes o sedimento com água milli-Q autoclavada gelada 
(4.000 rpm por 15 minutos a 4 °C). 

4) Após a última lavagem, ressuspender o sedimento em aproximadamente 
80 pL de água gelada. 

5) Adicionar os 10 pL do inserto concentrado nos 80 pL da bactéria e depo- 
sitar em cubeta de 0,2 cm para eletroporação. 

6) Eletroporação em calibração de 2,5 Kv de voltagem, 200 Ohms de resis- 
tência e 25 pFD de capacitância. Estes parâmetros, embora os mais utili- 
zados, poderão ser modificados para a otimização dos resultados. 

7) Imediatamente após o pulso elétrico adicionar 1,5 mL de meio SOB 
à cubeta. 

8) Incubar a 37 °C por 1 hora e 30 minutos a 2 horas. 

9) (Passo opcional) Crescer durante a noite 4 temperatura ambiente linha- 
gens de campo. 

10) Centrifugar a cultura a 12.000 g por 2 minutos. 

11) Descartar o sobrenadante e eluir em 100 pL de PBS pH 7,4. 

12) Semear em ágar LB contendo o antibiótico específico (5 pg/mL de Cm ou 
20 pg/mL de Km) com a ajuda de alça de Drigalski. 

13) Incubar a 37 °C por 24 horas. 


Seleção e confirmação do mutante por PCR 


1) Ressemear colônias resistentes em ágar LB contendo antibiótico específico 
(10 pg/mL de Cm ou 30 pg/mL de Km) e incubar a 37 °C por 24 horas. 

2) Ressemear as colônias resistentes em ágar LB contendo antibiótico espe- 
cífico (20 pg/mL de Cm ou 40 pg/mL de Km) e incubar a 37 °C por 
24 horas. 

3) Realizar reações de amplificação por PCR, com iniciadores específicos 
internos e externos ao gene para a confirmação da recombinação homó- 
loga entre o cassete de resistência ao antibiótico e o gene alvo, utilizando 
as colônias como molde. 

4) Confirmar em gel de agarose 1%. 
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Remoção do gene de resistência ao antibiótico 


1) Transformar a linhagem mutante com o plasmídeo pCP20 e crescer em 
SOB contendo de 50 a 100 ug/mL de ampicilina a 29 °C, durante a noite. 

2) Diluir a cultura em LB na proporção 1:100, sem adição de antibióticos e 
crescer a 42 ºC até a DO, 1,0. 

3) Semear 50 mL da cultura em placa de LB Ágar e incubar a 37ºC. 

4) Selecionar algumas colônias e semear em ágar LB com os antibióticos 
específicos para verificar se há sensibilidade ao cloranfenicol ou à canami- 
cina e a ampicilina, dessa forma, ocorreu a remoção do gene de resistência 
e do plasmideo pCP20. 
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10.1 INTRODUÇÃO 


Os anticorpos, sintetizados pelas células B, constituem o braço humoral 
do sistema imune adaptativo. Substâncias neutralizantes presentes no soro de 
animais imunizados contra o tétano e a difteria, foram identificados em 1890 
por Emil von Behring e Shibasaburo Kitasato!, descoberta que rendeu o Prêmio 
Nobel de Fisiologia e Medicina a Behring em 19012. Desde o início do século 
XX, a terapia com anticorpos — imunoterapia — se estabeleceu como uma fer- 
ramenta poderosa contra uma variedade de doenças infecciosas**. Ainda em 
1900, Paul Ehrlich propés a hipótese de que, na superfície celular de leucóci- 
tos, existem receptores que se ligam a um determinado patógeno. Ele especulou 
que essa interação induz a célula portadora do receptor a se multiplicar e pro- 
duzir mais cópias do mesmo receptor. O conceito de seleção clonal elaborado 
por Ehrlich só pôde ser provado em 1959º. Coube a Ehrlich, contudo, usar o 
termo “anticorpo” e sua definição como “bala mágica”*. Outro conceito de 
Ehrlich para anticorpos, de “chave e fechadura”, inerente à especificidade, foi 
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confirmado na década de 1940 por Linus Pauling, que mostrou que a interação 
entre anticorpos e antígenos é mais dependente da forma do que da composi- 
ção química”. A síntese de anticorpos por células B, na forma de plasmócitos, 
foi descoberta por Fagreaus em 19488. Seguiu-se uma série de trabalhos que 
terminaram por desvendar o detalhamento da estrutura primária e secundá- 
ria dos anticorpos (ou imunoglobulinas), formados por cadeias pesada e leve, 
Fab e Fc, sequência de aminoácidos, levando Edelman e Porter a ganharem 
o prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1972º. Outro marco deveu-se 
à pesquisa liderada por Tonegawa!º, que clonou um gene de anticorpo pela 
primeira vez e desvendou, em 1976, como poucos genes são responsáveis por 
uma enorme variedade de anticorpos, propiciando a fina especificidade que os 
tornam “balas mágicas”. Concomitantemente, Kóhler e Milstein!! lograram 
imortalizar células B — sem ainda conhecer os mecanismos de geração de diver- 
sidade — inaugurando o mundo dos anticorpos monoclonais, descoberta que 
lhes rendeu o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1984. Não demorou 
muito para que essa ferramenta fosse apreciada como fonte de novos agentes 
terapêuticos, o que se concretizou devido a uma sequência de desenvolvimento 
em outras áreas de pesquisa. À natureza heteróloga dos anticorpos monoclo- 
nais murinos, causando imunogenicidade, representou um impedimento ime- 
diato, resolvido por outra onda tecnológica, biologia molecular e engenharia 
genética, logrando ultrapassar essa limitação com a geração dos anticorpos 
recombinantes, quiméricos, em primeiro lugar, e, em seguida, humanizados ou 
humanos!2!3, Curiosamente, o ciclo entre anticorpos policlonais e monoclo- 
nais se encontra pela possibilidade de mistura de vários anticorpos monoclo- 
nais recombinantes em um composto policlonal"*. 


10.2 ESTRUTURA DE ANTICORPOS 


Anticorpos pertencem à família das imunoglobulinas, glicoproteínas presen- 
tes no soro e em outros fluidos. Na maioria dos mamíferos, as imunoglobulinas 
existem em cinco classes denominadas de isotipos, IgM, IgG, IgA, IgD e IgE 
(Figura 10.1) que diferem entre si em propriedades físico-químicas e funcio- 
nais. Quatro cadeias polipeptídicas formam a unidade básica do anticorpo, 
sendo duas pesadas (constant heavy domain — CH) idênticas entre si e duas 
leves (constant domain — CL), também idênticas entre si. A cadeia pesada é 
constituída por um domínio variável N-terminal e três ou mais domínios cons- 
tantes, dependendo do isotipo. A cadeia leve é constituída por um domínio 
variável N-terminal e um único domínio C-terminal constante, que pode ser 
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Figura 10.2. Estrutura de anticorpo com região constante (domínios CHT, CH2, CH3 e CL). Na estrutura tridimensional as sequências de 
aminoácidos dos CDRs dos domínios VL e VH se aproximam, voltadas para o exterior, disponíveis para contato com o antígeno. Segundo 
Beck e cols.'”, com licença de Nature Publishing Group. 


de dois tipos: x (kappa) ou À (lambda). As regiões variáveis das cadeias pesada 
e leve (heavy variable domain — VH e low variable domain — VL) mais o 
primeiro domínio da CH (CH1) e o domínio constante leve (CL) formam a 
estrutura Fab, denominação referente ao fragmento que se liga ao antígeno 
(antigen binding). As regiões Fab existem em pares idênticos, formando o frag- 
mento divalente F(ab”)2, ligado ao fragmento constante, ou Fc (cristalizável) 
através de um segmento denominado de dobradiça, que confere flexibilidade 
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ao anticorpo. Cada um dos domínios variáveis, VH e VL, apresenta sequências 
com estrutura de folhas B pregueadas, formando o arcabouço (framework, ou 
FR) que sustentam e apresentam três regiões hipervariáveis diferentes entre si, 
denominadas regiões determinante de complementariedade (complementarity 
determining region — CDR), responsáveis pela especificidade da ligação do 
anticorpo ao antígeno (Figura 10.2). Os seis CDRs se apresentam espacial- 
mente como alças, responsáveis pelos pontos de ligação molecular ao antígeno. 
O arcabouço apresenta rigidez estrutural comum, mesmo entre espécies dife- 
rentes, fato que tem impacto decisivo para a humanização de anticorpos mono- 
clonais!*. Os CDR são apresentados a partir do arcabouço, em configurações 
canônicas. Foram identificadas algumas poucas configurações canônicas 
(Figura 10.3) para cinco de seis CDRs!º, enquanto o CDR-H3 é o mais variá- 
vel, apresentando diferenças tanto na sequência quanto no número de resíduos 
de aminoácidos. Os anticorpos diferem entre si pela presença das possíveis 
configurações canônicas dos CDRs em padrões combinatórios. Embora exista 
um número restrito de pregueamentos canônicos, há diferenças entre os ami- 
noácidos que os formam. 

A eficiência clínica de anticorpos terapêuticos depende de dois tipos de 
características funcionais: ligação específica ao antígeno conferida pela 
região Fab e funções imunes mediadas pela região constante (Fc), capazes de 
neutralização, opsonização, fixação de complemento e ligação a receptores 
de Fc presentes em vários tipos de células do sistema imune (Tabela 10.1). 


10.3 DIVERSIDADE DE ANTICORPOS E SELEÇÃO CLONAL 


As células B são geradas a partir de células-tronco hematopoiéticas na 
medula óssea, possuindo a capacidade de sintetizar, cada uma, um anticorpo 
específico. A maturação das células B passa por vários estágios sequenciais, 
sendo que o estágio final ocorre pelo encontro de células B com o antígeno, 
no sangue periférico, causando ativação e produção clonal de anticorpos 
pelos linfócitos B ativados, denominados plasmócitos. A diversidade das 
regiões variáveis dos anticorpos tem várias causas, existência de múltiplos 
segmentos gênicos codificando para as regiões variáveis, variedade de combi- 
nações dos segmentos VDJ e VJ, combinações de cadeias pesada e leve, diver- 
sidade nas junções e inserções entre os segmentos, hipermutação somática. 
Existem três segmentos gênicos separados para as duas cadeias, presentes em 
três cromossomos diferentes: um para a cadeia pesada e dois para a cadeia 
leve, kappa ou lambda. No genoma humano, a cadeia pesada está contida 
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Figura 10.3 Algumas configurações canônicas dos CDRs, segundo Chothia et al.!º, com licença de Nature Publishing Group. 


Tabela 10.1 Tipos de receptores da região Fc dos anticorpos, com funções específicas 





RECEPTOR DE FC DISTRIBUIÇÃO CELULAR FUNÇÃO 
FcyRI (CD64) Mocrófagos, neutrófilos, eosinófilos Fagocitose, ativação dos fagócitos 
FeyRIIA (CD32)  Mocrófagos, neutrófilos, eosinófilos, plaquetas Fagocitose 
FeyRIIB (CD32) Linfécitos B Inibição das células B por retroalimentação 





Citotoxicidade celular dependente de 
FCyRIIIA (CD16) Células NK anticorpo (antibody-dependent cell- 
mediated cytotoxic — ADCC) 


FceRI (CD64) Mastócitos, basófilos, eosinófilos Ativação celular (degranulação) 
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no cromossomo 14, a cadeia leve kappa no cromossomo 2 e a cadeia leve 
lambda no cromossomo 22. Cada um dos segmentos gênicos possui vários 
genes que são rearranjados de forma a gerar a diversidade dos anticorpos. 
Em um processo gênico único de geração de diversidade (existe somente 
nos linfócitos Be T), ocorre inicialmente recombinação somática da região 
variável da cadeia pesada, seguido pelo rearranjo dos genes da cadeia leve. 
Tonegawa e colaboradores descobriram que os genes que codificam para as 
regiões variáveis e constantes estão muito distantes nas células embrionárias, 
mas estão associados nas células B maduras!º. A região VH contém três seg- 
mentos gênicos, denominados V (variável), D (diversidade) e J (junção). O 
genoma das células progenitoras contém várias famílias para cada um desses 
segmentos (Tabela 10.2), que se recombinam de modo aleatório. Inicialmente, 
recombina-se um gene do segmento V com um gene do segmento D, entre os 
vários disponíveis, fixando a sequência VD, que se segue pela recombinação 
com um gene do segmento J, formando a sequência VDJ, que codifica a região 
variável da cadeia pesada e contém três CDRs. Além das possibilidades com- 
binatórias entre os genes de cada um dos segmentos, ainda ocorre imprecisão 
na união entre os elementos V, D e J, resultando em variabilidade adicional 
dos aminoácidos presentes em cada anticorpo. A seguir, ocorre a ligação com 
a região constante, sendo o gene p, correspondente à cadeia com isotipo IgM, 
a primeira escolha. 


Tabela 10.2 Número de segmentos gênicos para imunoglobulinas humanas 











CADEIA PESADA CADEIA LEVE 
kappa lambda 
Variabilidade (v) 65 40 30 
Diversidade (D) 27 0 0 
Junção (J) 5 5 4 
Constante 9 | l 


Um processo de deleção elimina os genes não utilizados na recombinação 
somática, impedindo que determinado linfócito B possa sintetizar anticorpo 
com outra especificidade. A região VL contém famílias dos genes V e J; 
depois da recombinação, essa sequência também é ligada a uma região cons- 
tante, kappa (primeira escolha) ou lambda, com um único domínio. Quando 
um alelo de dois cromossomos recombina, causa a inibição do rearranjo 
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no outro alelo (exclusão alélica), de forma que somente uma especificidade 
de ligação é gerada em cada célula B. A geração da diversidade prossegue 
pelo pareamento da cadeia pesada com cadeia leve, já que os eventos que 
ocorrem para cada uma das cadeias são independentes (Figura 10.4). Após a 
estimulação antigênica, ocorre outra forma importante de geração de diver- 
sidade, a hipermutação somática, com mutações pontuais ao longo da exten- 
são das regiões variáveis. A taxa de mutação nas VH e VL é da ordem de 10 
mil vezes mais alta que a taxa de mutação de base, sendo a única forma de 
diversidade possível após a ligação com o antígeno e resultando na matu- 
ração da afinidade, isto é, seleção de mutantes que apresentam a afinidade 
mais alta pelo antígeno, na resposta imune secundária. À estimulação antigê- 
nica provoca ainda a diversidade funcional, pela troca de isotipos, IgM para 
IgG (e subclasses) ou IgA ou IgE, causada pelo estímulo de citocinas produ- 
zidas pelos linfócitos T. O resultado é a síntese de anticorpos com a mesma 
especificidade e afinidade, porém exercendo funções efetoras distintas, pro- 
venientes dos isotipos. À primeira imunoglobulina expressa é do tipo IgM 
monomérica, que funciona, junto com IgD, como receptor de antígeno na 
membrana do linfócito B. Pelo contato com antígenos específicos nos órgãos 
linfoides, os linfócitos secretam anticorpos solúveis no sangue, aumentando 
a afinidade e a troca de isotipos. 

A sequência de aminoácidos presentes em anticorpos foi extensamente 
estudada!*, com dados que, representados em gráfico (Figura 10.5), demons- 
tram o grau de variabilidade encontrado nos CDRs, intercalados com regiões 
de menor variabilidade presentes no arcabouço. 


10.4 HIBRIDOMAS E A GERAÇÃO DE ANTICORPOS MURINOS 


O racional desenvolvido por Kóhler e Milstein!! para a obtenção de anti- 
corpos com uma única especificidade e quantidades ilimitadas marcou de 
forma revolucionária a pesquisa e a clínica. Não se tratou de desvendar 
mecanismos elaborados e aperfeiçoados pela natureza, e sim de inovação, 
utilizando a capacidade da natureza, que, através de mecanismos muito 
sofisticados, produz, no homem, um repertório de mais de 10º diferentes 
anticorpos a partir de um pequeno número de genes?!. Esses anticorpos são 
produzidos por linfócitos B, em sua forma final de maturação, plasmóci- 
tos, que não sobrevivem em cultura de células. A tecnologia de hibridomas 
dribla essa limitação ao promover a imortalização dos plasmócitos através 
da fusão de linfócitos B retirados de baço de camundongos com células de 
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Figura 10.4 Esquema do processo de recombinação somática nas cadeias pesada e leve de imunoglobulinas. Desenho de L.R. Tsuruta, 
adaptado de Abbas e Lichtman”. 


mieloma murino deficientes na produção de anticorpos, numa associação em 
que os linfócitos carregam a informação genética para a síntese de anticorpo 
e as células de mieloma portam a capacidade de crescimento constante e 
ilimitado. Associado à fusão que dá origem às células híbridas, ou hibrido- 
mas, os autores utilizaram outro mecanismo para a seleção e clonagem dos 
híbridos de interesse. A seleção é realizada pela manipulação das vias de sín- 
tese de nucleotídeos, permitindo que somente os híbridos linfócito-mieloma 
sobrevivam no meio de cultura contendo elementos seletivos. A clonagem 
por meio de diluição limitante permitiu, ao isolar um híbrido em cada poço 
de uma placa de clonagem, a obtenção real de anticorpos monoclonais. Um 
anticorpo monoclonal é secretado por um só clone de linfócitos B. Os anti- 
corpos secretados são todos idênticos, representados por uma classe única 
de imunoglobulinas reconhecendo um determinado epítopo de um determi- 
nado antígeno, com a mesma especificidade e afinidade. 

A invenção não foi, contudo, patenteada. O órgão governamental encar- 
regado das questões relativas aos direitos associados às contribuições do 
Medical Research Council, ao qual Milstein e Köhler estavam associados, 
considerou que a descoberta não continha elementos patenteáveis. É notável 
que os autores tenham obtido sucesso sem prévio conhecimento de genes 
separados para síntese das cadeias de anticorpos. Não foi percebido na época 
que se tratava de um dos pilares da biotecnologia. A obtenção de anticorpos 
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Figura 10.5 Gráfico dos dados de Wu-Kabat mostrando a variabilidade de aminoácidos na molécula da cadeia pesada humana (subgru- 
po |). A extensão da variabilidade é dada como o número de diferenças em cada aminoácido em várias cadeias pesadas sequenciadas de 
modo independente em relação ao número de aminoácido medido a partir da porção amino-terminal. Gráfico de L. R. Tsuruta, adaptado 
de Kabat e cols.2°. 


monoclonais revolucionou a imunoquímica e as possibilidades diagnósti- 
cas, aperfeiçoando alguns métodos e tornando possíveis outros ainda ine- 
xistentes. À discriminação entre microrganismos e cepas se tornou possível 
de forma clara, auxiliando tratamentos mais rápidos pelo conhecimento da 
etiologia da doença. Os anticorpos monoclonais permitiram conhecer res- 
postas do sistema imune, trazendo à luz os mecanismos aperfeiçoados pela 
natureza para a produção de anticorpos de alta afinidade. A descoberta de 
um grande número de determinantes de complementariedade (CD) presentes 
na membrana de diferentes tipos de células foi possível graças à geração e 
utilização de anticorpos monoclonais (monoclonal antibodies, mAbs). Anti- 
corpos monoclonais têm sido extensivamente utilizados para identificação 
e mapeamento de proteínas, identificação de sorotipos de vírus e bactérias, 
identificação de receptores celulares, estudo da natureza dos sítios antigê- 
nicos que anticorpos neutralizantes reconhecem, conhecimento de reação 
cruzada entre sorotipos, como sondas para conhecimento da estrutura ter- 
ciária de proteínas, estudo de proteínas virais associadas com transformação 
celular e câncer, ligantes de resinas para imunopurificação de moléculas, 
depleção de células para controle da rejeição de transplantes, diagnóstico in 
vivo pelo uso de anticorpos monoclonais radiomarcados, imunoterapia de 
câncer, doenças autoimunes e controle de outras doenças. 

Anticorpos monoclonais são gerados, em sua forma mais convencional, 
pela imunização de camundongos com um antígeno de interesse, sejam células, 
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microrganismos, moléculas, fragmentos. Haptenos (do grego haptien, unir), 
termo proposto por Landestiner em 1920, são compostos por substância não 
proteica, de baixo peso molecular (menos de 10.000 daltons), que isoladamente 
não consegue induzir uma resposta imunológica. No entanto, se estiver ligada 
a uma substância transportadora (proteína) de maior peso molecular, adquire 
a capacidade de induzir a resposta do organismo. Os haptenos retêm, contudo, 
a capacidade de se ligar, sozinhos, aos produtos da resposta imunológica. Não 
imunogênicos ou peptídeos podem ser utilizados para imunização, desde que 
associados ou conjugados a moléculas carreadoras. Ainda que cientistas tenham 
promovido melhorias na tecnologia originalmente desenvolvida por Kohler e 
Milstein!!, algumas premissas permanecem fundamentais: eficiente imunização 
dos animais, linhagem de mieloma para fusão com características controladas, 
um método de triagem dos anticorpos eficiente e rápido, métodos de caracteri- 
zação dos hibridomas obtidos. 

Nos anos 1960, tornou-se conhecido como um tipo de câncer, o mieloma, 
resultava de um crescimento desordenado de um plasmócito, pela transfor- 
mação tumoral. O efeito observado era uma produção massiva de uma imu- 
noglobulina particular produzida pelo clone de plasmócitos que deu origem 
ao câncer. À descoberta dos mielomas, que consistem de células tumorais de 
linfócitos B, contribuiu fortemente para o avanço nas pesquisas de deter- 
minação da estrutura e da funcionalidade dos anticorpos!*. Outros estudos 
de cancerogênese experimental conduzidos no National Institute of Health 
(NIH), nos Estados Unidos, concluíram que a injeção intraperitoneal de óleo 
mineral em algumas linhagens de camundongos induzia ao mesmo quadro 
de mieloma verificado em humanos?. A ideia inicial de usar mielomas para 
obter grandes quantidades de anticorpos esbarrou no problema de precisar 
programar as células de mieloma para a produção dos anticorpos de inte- 
resse. O sistema de plasmócitos murinos era vantajoso em vários aspectos, 
mas ainda precisava de algumas manipulações, como provocar e selecionar 
mutantes com perda da capacidade de síntese das cadeias de imunoglobuli- 
nas próprias a sua seleção clonal, tornando-se não secretor. Em meados da 
década de 1970, restavam dois problemas a resolver: como induzir células 
de mieloma de camundongo a produzir anticorpos de especificidade pré- 
definida e como seria determinada a exclusão alélica. A hibridização de mie- 
lomas produtores de classes diferentes de anticorpos resultava na produção 
de várias combinações de anticorpos. 

Foi durante essa época que Kóhler e Milstein!! criaram as bases da tecno- 
logia de hibridoma. Kóhler, um jovem biologista, teve a ideia de hibridizar 
células de mieloma com células de camundongo imunizado com hemácias 
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de carneiro. Procurou Mistein, seu tutor, para discutir o assunto. Nessas 
conversas idealizaram a forma de conduzir o experimento, que resultou em 
êxito na obtenção dos anticorpos monoclonais e os levou a afirmar: “Essas 
culturas de hibridoma podem ser valiosas para usos médicos e industriais”. 
Utilizaram células de mieloma de camundongo para a produção dos primei- 
ros hibridomas, um que sintetizava um anticorpo monoclonal de especifici- 
dade desconhecida e outro mieloma que secretava somente a cadeia kappa 
de imunoglobulina e era deficiente na síntese de nucleotídeos por mutação 
na enzima hipoxantina fosforibosil transferase (HPGRT), responsável pela 
síntese de DNA pela via de salvação. Adicionando aminopterina ao meio 
de cultura para impedir a síntese de DNA pela via de novo, essas células 
não conseguiam crescer em cultura. Ao serem fundidas com as células de 
baço de camundongo imunizado com hemácias de carneiro, pela ação do 
vírus Sendai inativado, resultaram numa mistura de híbridos mieloma-célu- 
las do baço, híbridos mieloma-mieloma, células de baço-células de baço e 
todos os tipos não fundidos. À aminopterina adicionada ao meio de cultura 
logrou selecionar de forma que somente os híbridos mieloma-células de baço 
pudessem se reproduzir. Células de baço não se mantêm em cultura, assim 
como células de mieloma não fundidas. Ao contrário, as células de mieloma 
fundidas com células de baço que sintetizam a enzima HPGRT puderam se 
manter reproduzindo em cultura, verificado uma semana após o plaquea- 
mento. Mais interessante, havia anticorpos anti-hemácias de carneiro sendo 
produzidos. 

Em linhas gerais, a metodologia descrita consiste na imunização de ani- 
mais, principalmente camundongos, remoção do baço (ou outro órgão lin- 
foide), recuperação dos linfócitos B, fusão dessas células com células de 
mieloma selecionadas, seleção dos híbridos, clonagem por diluição limitante 
para a obtenção de clones, caracterização do anticorpo produzido por cada 
clone para obter a especificidade desejada (Figura 10.6). 

Ainda que a tecnologia de produção de hibridomas esteja firmemente 
estabelecida, cada passo pode ser conduzido de forma diferente. Em rela- 
ção à imunização, o primeiro passo é escolher qual a espécie doadora dos 
linfócitos B, sendo que a barreira da espécie propicia a resposta imune. Ini- 
cialmente e, ainda frequentemente, os animais utilizados para a imunização 
são camundongos Balb/c, que podem ser imunizados com moléculas exó- 
genas. Para a produção de anticorpos anticamundongo, a espécie doadora 
pode ser de outra natureza, rato por exemplo. Camundongos oferecem a 
vantagem da disponibilidade de células de mieloma aptas para fusão e são 
fáceis de criar e manipular. Embora a maioria dos anticorpos monoclonais 
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existentes tenha sido gerada em camundongos, mais recentemente se tor- 
nou possível gerar anticorpos monoclonais em coelhos, animais com longa 
história de produção de anticorpos policlonais. É reconhecido que coelhos 
podem gerar anticorpos com maior afinidade e reconhecer antígenos que 
não são imunogênicos em camundongos?. Havia, contudo, o problema da 
falta de células de mieloma adequadas, e, por algum tempo, tentou-se utili- 
zar mielomas de camundongo, gerando hibridomas heterólogos, difíceis para 
a obtenção de linhagens secretoras estáveis. Uma linhagem de plasmocitoma 
de coelhos foi isolada, depois subclonada e selecionada como uma linhagem 
apta a desenvolver hibridomas estáveis?*?. Os protocolos de imunização 
variam, segundo a natureza do antígeno, bons ou maus imunógenos, tama- 
nho, pureza, complexidade (células, microrganismos, moléculas, fragmentos) 
e uso de adjuvantes, sendo que é necessário esperar o tempo para o animal 
montar a resposta imune secundária para a obtenção de anticorpos com 
maior afinidade através da hipermutação somática e, também, mudança de 
classes. As imunoglobulinas da classe G (IgG) são as mais procuradas, em 
suas varias sub-classes (IgG,, IgG, , IgG,,, IgG,). O esquema de imunização 
clássico consta de uma injeção inicial (subcutânea, intramuscular, intraperi- 
toneal etc.) contendo adjuvante, geralmente Freund completo ou incompleto, 
e um ou dois reforços, contendo ou não adjuvante. O último reforço é dado 
de dois a quatro dias antes da fusão. A quantidade de antígeno administrada 
também pode variar, sendo que, no passado eram utilizadas doses altas de 
antígeno e experiências mais recentes mostram que doses menores podem 
ser adequadas e até mais efetivas. Uma vez imunizado, o animal é sangrado 
pelo plexo ocular ou cauda para verificação do nível de anticorpos produ- 
zidos, geralmente através do teste de enzyme-linked immuno-sorbent assay 
(ELISA) ou outro ensaio de interação antígeno-anticorpo disponível. Um 
esquema padrão de imunização consiste em injetar camundongos pela via 
intraperitoneal com 10 pg de antígeno emulsificado em adjuvante completo 
de Freund e aplicar reforços com a mesma dose em intervalos de três a qua- 
tro semanas, usando adjuvante de Freund incompleto ou salina tamponada 
com fosfato (phosphate buffer saline — PBS). Um terceiro reforço pode ser 
aplicado poucos dias, previamente à fusão. A imunização com células não 
necessita de adjuvante. As células, em número médio de 107, devem ser lava- 
das de três a quatro vezes em PBS e injetadas por via intraperitoneal, e os 
reforços são aplicados no intervalo de três a oito semanas, sendo o último 
deles aplicado de dois a quatro dias antes da fusão. Um intervalo de quatro 
a oito semanas de descanso entre o penúltimo e o último reforço pode ser 
mais eficiente?*. 
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Figura 10.6 Esquema geral para obtenção de anticorpos monoclonais pela tecnologia de hibridomas. Desenho À. M. Moro. 





Enquanto o animal é imunizado, são colocadas em cultura, em meio apro- 
priado (DME ou RPMI contendo 10% de soro fetal bovino — fetal calf 
serum, FCS), as células do mieloma escolhido. As mais comuns são as linha- 
gens de camundongo Sp2/0-Ag14 (Sp2) e X63-Ag8.653 ou NS0/17. Sp2 
e NS0/1 são completamente não secretoras de cadeias pesada ou leve de 
imunoglobulinas e são ambas derivadas da linhagem MOPC-21, selecio- 
nada para sensibilidade ao meio hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT). 
Para ratos, estão disponíveis as linhagens não secretoras de imunoglobulinas 
IR983F28?? e YB2/0ºº3!, ambas derivadas da linhagem LOU/C*?. Em relação 
a coelhos, foi desenvolvida a linhagem 240E-W>. 

Anteriormente à fusão, as células de mieloma devem estar em fase de cres- 
cimento exponencial, e os meios de seleção HAT e HT (hipoxantina-timi- 
dina), preparados segundo os protocolos dos fabricantes. É conveniente tes- 
tar previamente a ação e toxicidade dos meios de seleção sobre as células de 
mieloma em cultura. Aminopterina é extremamente sensível à luz, podendo 
perder o poder de seleção facilmente. A solução de PEG (polietileno glicol) 
como agente de fusão?” deve estar preparada a 50% em 10% de DMSO. Em 
microplacas de 96 poços devem estar semeadas em densidade de 10º células/ 
poço, 48 horas antes da fusão, uma camada de macrófagos como células ali- 
mentadoras (feeder layer) coletados da cavidade peritoneal de camundongos 
saudáveis. As células alimentadoras funcionam como suporte físico para o 
crescimento de células isoladas (clones) e como suprimento de interleucina-6 
(IL-6) e outros fatores de crescimento. 

Para a fusão, as células B são retiradas do animal imunizado, principal- 
mente do baço ou linfonodos. Após morte do animal por método aceito 
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pelos comitês de ética, a parede abdominal é aberta e o baço é retirado 
assepticamente. Para preparar uma suspensão de células isoladas, as células 
do baço são separadas gentilmente, passadas através de uma peneira, cen- 
trifugadas, lavadas duas vezes e contadas. Geralmente, um baço de camun- 
dongo resulta em 10º células. Simultaneamente, as células de mieloma em 
cultura também são centrifugadas e lavadas, após o que as células de mie- 
loma e as células de baço são misturadas num mesmo tubo de centrífuga 
para a lavagem final. A proporção entre as duas populações pode ser de 
células do baço em número aproximado de cinco vezes maior que as células 
de mieloma. Contudo, a contagem absoluta não é tão crítica. Se o tamanho 
dos sedimentos celulares das duas populações, quando lavadas em sepa- 
rado, for semelhante, a proporção está adequada, já que os linfócitos são 
menores que as células de mieloma. Após a lavagem da mistura, o líquido 
deve ser bem drenado e o sedimento ressuspenso com batidas do dedo no 
fundo do tubo cônico de 50 mL, ao qual se acrescenta lentamente 1 mL da 
solução de PEG-DMSO, deixando o líquido escorrer pela parede interna do 
tubo e entrar em contato com as células entre um minuto e 2,5 minutos. É 
conveniente manter as células a 37 °C durante o procedimento de fusão. 
Pode-se misturar levemente com a pipeta para aumentar as possibilidades 
de contato, sem, contudo, pipetar as células. A seguir, é adicionado, mais 
lentamente a princípio, meio de cultura sem FCS ou PBS, até completar 
50 mL. Novamente, a suspensão pode ser misturada com a pipeta, para 
tentar desmanchar os grumos maiores. Após cinco minutos as células são 
lavadas por centrifugação, uma ou duas vezes, batendo no fundo do tubo 
com os dedos para dissolver os grumos, e ressuspensas em meio de seleção 
HAT contendo 20% de FCS. As células são semeadas sobre a camada ali- 
mentadora, em volume de 100 pL/poço. As placas são incubadas por seis a 
oito dias em estufa com ambiente de 5% de CO, e temperatura de 37 °C, 
com umidade, para evitar evaporação nos poços. Numa fusão bem-sucedida, 
as colônias podem ser observadas, sendo conveniente trocar parte do meio 
metabolizado por meio HAT fresco. As amostras de sobrenadante retiradas 
podem ser avaliadas quanto à produtividade de anticorpo por um método 
de ligação ao antígeno, previamente definido e que depende da natureza do 
antígeno, se presente na membrana celular, se antígeno solúvel. Após uma 
semana de cultura, é esperado que as células de mieloma não fusionadas 
não sobrevivam, quando se pode substituir o meio HAT por meio HT, elimi- 
nando a aminopterina e mantendo os nucleotídeos. É conveniente cultivar os 
hibridomas em meio HT por algum tempo antes de voltar ao meio de base. 
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Existem várias modificações do protocolo de fusão, algumas sugerindo 
que o procedimento seja feito a temperatura ambiente, outros com concen- 
tração menor de PEG. A fusão pode ser mediada por eletrofusão, através de 
pulsos elétricos rápidos e intensos. À fusão mediada por PEG é mais fácil 
de ser utilizada em qualquer laboratório de cultura de células. Quantas célu- 
las são incubadas por poço e o tamanho dos poços também é alvo de varia- 
ção. A taxa de formação de hibridomas é variável, mas não alta, em média 
um clone a cada milhão de células semeadas. Um poço pode conter um, 
vários ou nenhum clone. À semeadura com menor número de células pode 
ser uma vantagem para tentar obter um único clone por poço desde o início. 
A triagem da produção de anticorpos durante a primeira semana pode resul- 
tar em detecção de anticorpo produzido por linfócitos B não fusionados, 
ainda vivos na cultura. Essas células, que não dependem da seleção do meio 
HAT e vão morrer naturalmente, sobrevivem por alguns dias e podem con- 
sumir nutrientes do meio de cultura. Portanto, a observação periódica das 
microplacas é conveniente para checar se o meio está metabolizado, o que é 
facilitado pela presença de indicador de pH no meio de cultura. 

Nos poços nos quais há síntese de anticorpos de interesse, é conveniente 
proceder rapidamente à clonagem por diluição limitante antes que as colô- 
nias se tornem grandes e seja necessário o uso de muitas placas. Existe varia- 
ção entre a velocidade de crescimento entre os clones. Alguns clones, uma 
vez que iniciam a divisão celular, o fazem com bastante eficiência e crescem 
rapidamente. A tecnologia de hibridomas pode resultar num grande número 
de amostras para detecção de anticorpo, sendo considerado um procedi- 
mento em larga escala (high-throughput — HTP). Clonagem e detecção cami- 
nham juntos; dessa forma, é importante haver o estabelecimento prévio do 
método de detecção, que possa ser aplicado a um grande número de clones, 
sob pena de falha na triagem. Se o procedimento não estiver estabelecido a 
priori, não haverá tempo de fazê-lo quando os clones começarem a crescer. 
O método escolhido depende das facilidades do laboratório, da natureza 
do antígeno e da especificidade que se deseja. Também é conveniente que 
seja definido o valor de corte que vai diferenciar o positivo do negativo. 
Um bom anticorpo pode ter um sinal fraco a princípio, porque se encontra 
diluído no sobrenadante ou porque o hibridoma produtor esteja no mesmo 
poço com outros hibridomas não produtores, ou sem interesse. Pode haver o 
objetivo de gerar anticorpo monoclonal para um determinado epitopo com 
um tipo de função efetora, por exemplo, neutralizante, ou ainda gerar vários 
anticorpos monoclonais para o mesmo antígeno. Se for possível utilizar um 
método que discrimine a função desejada para o anticorpo, isto evita que 
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sejam cultivados por longos períodos clones não desejados. É preciso ter 
em mente que o procedimento todo é laborioso e planejar as ações desde o 
início se faz necessário. 

O método de clonagem mais utilizado, disponível em qualquer laborató- 
rio de cultivo de células, é a clonagem por diluição limitante, cujo princípio 
é diluir as células a ponto de uma célula ser distribuída em cada um dos 
96 poços da microplaca. Como as células estarão isoladas, a presença de 
camada alimentadora é crítica nessa fase, podendo ser irradiada, quando 
possível, para evitar crescimento de qualquer tipo celular que possa masca- 
rar o crescimento do clone de hibridoma. Como a eficiência da clonagem 
por diluição limitante é baixa, um artifício possível é distribuir as células 
no formato de densidade seriada, começando com dez em uma coluna, três 
na seguinte e uma nas subsequentes. Para não haver um número exage- 
rado de microplacas, é importante que a diluição limitante ocorra assim 
que o clone inicie o crescimento na fase anterior, desde que o sobrenadante 
resulte positivo para o anticorpo de interesse. Após duas a três semanas, 
os clones passam a ser visíveis, ao microscópio ou por inspeção visual no 
fundo da placa contra a luz. Havendo segurança que o clone seja realmente 
monoclonal, pode-se esperar um crescimento maior para realizar o ensaio 
de detecção de anticorpo, com o objetivo de garantir uma maior produtivi- 
dade. Por outro lado, a reclonagem por diluição limitante é quase sempre 
uma necessidade, para garantia de monoclonalidade. Um clone único tem a 
forma perfeitamente redonda, sem deformações. Os hibridomas saudáveis 
apresentam o aspecto de células refringentes (Figura 10.7). Estão disponíveis 
modos automatizados para clonagem e seleção por tamanho e produtivi- 
dade, eliminando a necessidade de diluição limitante, através de equipamen- 
tos ultrassofisticados e caros. No caso do ClonePix FL, as células podem 
ser plaqueadas após a fusão ou após a seleção por HAT, em meio semis- 
sólido, que mantém as células que se multiplicam ao redor da célula-mãe, 
e o anticorpo produzido permanece ao redor do clone. O meio de cultura 
semissólido contém anti-anticorpo de camundongo conjugado a fluoresceina 
(fluorescein isothiocyanate — FITC), que se liga aos anticorpos produzidos 
ao redor do clone, formando halo fluorescente que se observa no visor do 
equipamento, sob luz UV. Vários critérios podem ser adotados para a sele- 
ção de clones, como tamanho, intensidade da fluorescência, distância dos 
clones vizinhos, formato etc. Os clones selecionados pelos critérios escolhi- 
dos podem ser capturados por ponteiras finas, que distribuem as células em 
placas de 96 poços. 
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Figura 10.7 À esquerda, aspecto de clone verdadeiro em diluição limitante, à direita, aspecto das células crescendo no interior do 
clone. Foto: A. M. Moro. 


Uma fusão pode gerar vários clones, cujos sobrenadantes devem ser 
caracterizados, primeiramente em relação à classe e sub-classe da região 
constante pesada e qual região constante leve carrega, kappa ou lambda. 
Existem kits comerciais de alguns fabricantes, os quais, através de um ensaio 
ELISA, permite a caracterização de varios clones ao mesmo tempo. A carac- 
terização inclui aspectos do hibridoma, como capacidade de crescimento 
e estabilidade. O hibridoma é uma célula com cariótipo entre triploide e 
tetraploide, sendo comum a perda de cromossomos na divisão celular. Se for 
perdido um dos dois cromossomos responsáveis pela síntese de anticorpo, 
o clone perde a produtividade. A caracterização contínua pela análise do 
anticorpo produzido por cada clone, capacidade de ligação ao antígeno, 
avaliação do epitopo ao qual se liga, quando possível, avaliação de rea- 
ção cruzada (principalmente, quando anticorpos monoclonais são gerados 
contra microrganismos), avaliação da função efetora. À partir do sucesso 
dos mAbs produzidos por camundongos, muito trabalho foi devotado ao 
estabelecimento de mielomas humanos para fusão. Algumas linhagens que 
foram descritas como capazes de crescer indefinidamente em cultura: tra- 
tava-se realmente de linhagens linfoblastoides derivadas de células B nor- 
mais infectadas com vírus Epstein-Barr (EBV). Células transformadas por 
EBV crescem em grandes agregados e possuem o antígeno nuclear EBV*. 
Duas linhagens foram descritas como mielomas humanos verdadeiros, com 
perda da secreção da cadeia pesada de imunoglobulina e sensíveis ao meio 
de seleção HAT, SK-007*% e Karpas 70737, mas foram usadas raramente. 
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10.5 MÉTODOS DE DETECÇÃO DE 
ANTICORPOS MONOCLONAIS 


Métodos eficientes de detecção de anticorpos monoclonais são imprescin- 
díveis para o sucesso de sua obtenção com as características desejadas. Vários 
métodos estão disponíveis e a escolha depende de fatores como facilidade 
de uso, equipamentos disponíveis nos laboratórios, confiabilidade, rapidez e 
custo. Alguns métodos são laboriosos e manuais, enquanto outros são méto- 
dos HTP de alta capacidade, rapidez e automatizados. Um método eficiente 
deve estar disponível previamente à etapa de clonagem. Um fator crítico no 
estabelecimento de métodos de detecção e triagem é o limite entre o conside- 
rado positivo e negativo, para não haver a perda de anticorpos importantes 
e ao mesmo tempo não levar adiante clones não representativos. O corte 
de detecção depende de fatores intrínsecos da ligação antígeno-anticorpo e 
do uso pretendido para o anticorpo. Existem métodos mais indicados para 
antígenos solúveis e outros para antígenos de membranas celulares. No caso 
de anticorpos para uso terapêutico, que vão depender de produção em larga 
escala, pode ser importante selecionar não somente pelas características de 
cinética de ligação, mas também pela função efetora e produtividade especí- 
fica, ou Qp. Alguns ensaios de detecção podem ser realizados com o sobrena- 
dante bruto do cultivo, enquanto outros dependem de anticorpo purificado. 

À isotipagem de anticorpos monoclonais depende da identificação da região 
constante, sendo a IgG a mais procurada para anticorpos monoclonais. Entre 
as IgGs, é importante determinar a sub-classe, entre as quatro possíveis, tanto 
para anticorpos murinos quanto humanos. Alguns antígenos, principalmente 
as glicoproteínas e polissacarídeos são propensos a elicitar resposta imune do 
tipo IgM. Para os anticorpos terapêuticos, o isotipo IgG, representa a maioria 
dos anticorpos monoclonais, ainda que, recentemente, anticorpos da classe 
IgM tenham tido sua importância reconhecida**?. Para identificar a classe e 
subclasse de anticorpos monoclonais, existem kits comerciais. 


ELISA 


O imunoensaio ELISA é dos mais utilizados para a detecção de antígenos 
solúveis, sendo facilmente implantado em qualquer laboratório. Um anti- 
corpo anti-lg deve ser conjugado, previamente a uma enzima, geralmente 
peroxidase ou fosfatase alcalina, para possibilitar a detecção colorimétrica. A 
primeira etapa deste ensaio consiste na ligação do antígeno a uma superfície 
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plástica inerte, em forma de microplacas com 96 poços, denominada fase 
de sensibilização, durante aproximadamente dezoito horas. À microplaca é 
lavada para remoção das moléculas não ligadas, e a seguir os sitios disponi- 
veis da superfície são bloqueados com solução de albumina bovina ou leite 
em pó desnatado. As amostras de anticorpos são adicionadas, uma em cada 
poço, ou a mesma amostra pode ser adicionada em diluições seriadas. Após 
a incubação e lavagens, é adicionado o anticorpo conjugado anti-lg relativo 
à espécie de anticorpo que se quer detectar, murino ou humanizado. Depois 
de incubação e lavagens, é adicionado o substrato adequado para a enzima 
conjugada ao anticorpo anti-lg, havendo a formação de cor nos poços onde 
a reação antígeno-anticorpo ocorreu. À leitura da absorbância é realizada 
em leitor de placas utilizando o filtro de comprimento de onda adequado à 
cor da reação. O ensaio não é muito rápido, mas várias amostras podem ser 
testadas simultaneamente. Alguns antígenos podem ser acoplados às placas 
previamente, armazenadas à temperatura de -20 °C, que poderão ser utiliza- 
das diretamente no momento do ensaio. O mesmo princípio é utilizado para 
o ensaio de radioimunoensaio, somente que o anticorpo anti-lg é acoplado 
a um radioisótopo e a detecção é realizada por contador gama ou contador 
de cintilação, conforme o isótopo. O ensaio de ELISA detecta ligação antíge- 
no-anticorpo, mas não necessariamente detecta capacidade de neutralização. 


Western-blotting 


No caso de antigenos presentes em uma mistura, pode-se utilizar a téc- 
nica de imuno-blotting. Em primeiro lugar a mistura contendo o antígeno é 
resolvida por SDS-PAGE. Após a separação eletroforética, o gel é colocado 
em contato com uma membrana de nitrocelulose ou nylon, e as proteínas 
são transferidas do gel para a membrana por meio de corrente elétrica. A 
membrana é então incubada com os anticorpos teste e novamente incubada 
com um anticorpo anti-lg conjugado a uma enzima, como no teste de ELISA. 
A diferença está no substrato, não solúvel, para se depositar e formar a man- 
cha característica do blotting no local onde o anticorpo se ligou ao antígeno. 
Trata-se de método qualitativo, para número limitado de amostras. 
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Imunofluorescência 


Ensaio para a detecção de antígenos presentes em membranas celulares. A 
célula portadora do antígeno pode estar aderida à superfície utilizada para o 
seu cultivo (caso de células tumorais) ou pode se tratar de célula em suspen- 
são, por exemplo, para antígenos presentes em células do sangue, incluindo 
tumores. O ensaio pode ser realizado em microplacas para células aderidas 
ou em tubos para células em suspensão. Seguem-se os mesmos princípios de 
incubação e lavagens, com amostra de anticorpo e depois anticorpo conju- 
gado, dessa vez com algum fluoróforo, como fluoresceína (FITC), ou roda- 
mina, DAPI, Texas Red, entre outros, que vão resultar em cores diferentes de 
detecção. O método é qualitativo, mas é possível identificar a distribuição 
do antígeno na membrana celular (Figura 10.8). O princípio da fluorescên- 
cia é utilizado pelo robô ClonePix-FL em forma HTPºº, 





Figura 10.8 Células tumorais em cultura (esquerda), marcadas com anticorpo fluorescente (direita). Foto: M. Lopes dos Santos. 


Citometria de fluxo 


Baseada no mesmo princípio da imunofluorescência, a detecção é reali- 
zada através do equipamento citômetro de fluxo, no qual um feixe de luz, 
geralmente laser, analisa uma célula por vez pela captura do sinal do fluoró- 
foro. Vários detectores são apontados ao local onde o fluxo passa através do 
feixe de luz; um na linha do feixe de luz (forward scatter -FSC) e varios per- 
pendiculares a este (side scatter - SSC). Os citômetros de fluxo modernos são 
bastante sofisticados, com possiblidade de muitas cores e alguns analisam 
em tempo real, porém para a detecção de anticorpos pode ser utilizado um 
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equipamento simples. São visualizados gráficos contendo o grau de intensi- 
dade da fluorescência e a mediana da fluorescência do anticorpo em questão. 
É bastante útil para analisar quais tipos celulares o anticorpo reconhece. 
No caso de anticorpos para câncer, uma etapa da caracterização inclui um 
painel de reconhecimento de tumores de vários órgãos para avaliação da 
abrangência potencial do uso terapêutico e também verificação da presença 
do antígeno em células sadias*!. 


Ressonância plasmônica de superfície (surface plasmon resonance — SPR) 


Trata-se de um método de análise de interação biomolecular, com detec- 
ção em tempo real e monitoramento de ligação entre moléculas. Além da 
identificação da ligação entre anticorpo e o seu alvo molecular, a metodo- 
logia pode ser usada para avaliar especificidade, afinidade, concentração 
e cinética. É uma metodologia quantitativa em forma HTP, podendo ana- 
lisar muitas amostras de forma rápida. É necessário imobilizar o antígeno 
na superfície de um chip sensor, considerado o coração da tecnologia. A 
detecção pode ocorrer em uma mistura complexa, sendo muito útil para 
realizar triagem de clones para identificar aqueles produtores de anticorpos 
e em qual produtividade. Podem ser usados como alvos outros que proteí- 
nas, como carboidratos, lipídeos, ácidos nucleicos. O chip sensor consiste de 
uma superfície de vidro recoberta com uma fina camada de ouro criando as 
condições físicas para a ressonância plasmônica de superfície, que detecta 
mudanças de massa na camada aquosa próxima à superfície do chip sensor 
por meio do índice de refração. À diferença entre o feixe de laser incidente e 
o refletivo cria o ângulo de ressonância plasmônica. Os resultados são apre- 
sentados em formato de sensorgramas*, podendo ser visualizadas as etapas 
de ligação e desligamento do anticorpo com o antígeno (Figura 10.9). Para 
realizar este método é necessário dispor de equipamento de valor elevado, 
Biacore sendo o mais conhecido. 


Citotoxicidade dependente de complemento (CDC) 


Analisa a função efetora de anticorpos capazes de fixar complemento 
IgG,, IgG,, IgG, e IgM. Dependente da região Fc, é um método conveniente 
de detecção de anticorpos quando essa característica é desejada, prin- 
cipalmente para antígenos presentes em membranas de células tumorais. 
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Figura 10.9 Sensorgrama de ligação e desligamento de anticorpo ao antigeno. Desenho: L. R. Tsuruta. 


Anticorpos recombinantes que dependem de função efetora específica 
podem ser projetados para tal finalidade utilizando na sequência gênica a 
região Fc mais apropriada. Por ser mais trabalhosa e manual, a metodologia 
para detectar citotoxicidade é geralmente utilizada em fase mais adiantada 
da seleção de clones, quando o seu número se encontra reduzido. Necessita 
de uma fonte de complemento do soro, de células tumorais sobre as quais se 
quer avaliar a capacidade do anticorpo agir de forma citotóxica e de amos- 
tras do anticorpo-teste purificado. Ao se ligar ao alvo na membrana celular 
através dos CDRs e fixar complemento através da região Fc, a cascata do 
sistema complemento é ativada, em uma cadeia de eventos até a formação 
de um complexo molecular que perfura a superfície celular, levando a célula 
tumoral à morte (Figura 10.10). A detecção se baseia na liberação de algum 
componente intracelular como medida de lise da célula, sendo a liberação 
de *'Cr, previamente incubado com as células tumorais, o método clássico. 


Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (antibody- 
dependent cell-mediated cytotoxic - ADCC) 


Método baseado na capacidade do domínio CH2 da região Fc, princi- 
palmente de IgG, humano, em lisar células tumorais através de sua ligação 
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Figura 10.10 Mecanismos de Morte Tumoral mediada por Anticorpo Monoclonal (terapia alvo), por meio de função imune-efetora 
(ADCC e CDC). Arquivo: A. M. Moro. 


com receptor FcyRIII presente na superficie de células natural killer (NK). 
Anticorpos da classe IgE também são capazes de lisar helmintos através de 
ADCC pela sua ligação com receptor Fc presente na superfície de eosinófi- 
los. Para a realização são necessárias células alvo, uma fonte de células cito- 
tóxicas, como células mononucleares do sangue periférico e dos anticorpos 
em teste purificados (Figura 10.10). O método clássico é o da liberação de 
“Cr. Para evitar uso da radioatividade, alguns kits com outras marcações 
estão disponíveis, sem, contudo, se igualarem ao método radioativo. 


Detecção de neutralização 


No caso da necessidade de anticorpos com capacidade neutralizante, para 
uso no controle de infecções por microrganismos ou como antídotos para con- 
trole de overdose de drogas, a triagem de clones pode incluir a detecção de 
anticorpos com capacidade neutralizante. Os ensaios são específicos para cada 
situação e podem se basear em algum dos métodos citados anteriormente, 
como um ensaio de ELISA modificado, por exemplo*. A região Fc exerce 
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papel importante na neutralização de toxinas bacterianas**, tornando essen- 
cial a isotipagem dos clones quando este for o objetivo. 


10.6 HUMANIZAÇÃO DE ANTICORPOS 


Com o sucesso da tecnologia de hibridomas e a produção de anticorpos 
monoclonais, logo se tornou evidente o potencial de utilização clínica des- 
tes, em diagnóstico e terapia. Em 1986, foi aprovada a primeira utilização 
terapêutica de um anticorpo monoclonal, o Orthoclone OKT3 ou Muro- 
monab (Tabela 10.3) que tem como alvo o receptor CD3 de linfócitos T e 
atua modulando a resposta imune, de forma a controlar a rejeição celular 
aguda nos transplantes renais*. Um mAb anti-CD3 foi também produzido 
no Instituto Butantan*, tendo alcançado os resultados esperados em ensaio 
clínico!”. Mesmo sendo de origem murina, este anticorpo monoclonal obteve 
sucesso por se tratar de uso pontual durante alguns dias, suficiente para a 
reversão do processo de rejeição celular aguda. Várias outras tentativas de 
ensaios clínicos com outros anticorpos monoclonais murinos não obtiveram 
o mesmo êxito, e logo se tornou evidente que anticorpos heterólogos não 
poderiam ser utilizados em situações clínicas que requerem uso de grandes 
quantidades e doses múltiplas da droga. Anticorpos monoclonais murinos 
podem induzir uma resposta anti-idiotípica diminuindo a eficácia terapêu- 
tica** e causar efeitos adversos*”. À avaliação da imunogenicidade é muito 
importante e crítica durante o estudo clínico dos anticorpos monoclonais*"*!. 
À imunogenicidade refere-se, geralmente, à habilidade de agentes biológicos 
gerarem resposta imune anti-droga, afetando a segurança e a eficácia dos 
produtos. Aproximadamente 84% dos pacientes tratados com anticorpos 
monoclonais murinos desenvolveram anticorpos anticamundongo de origem 
humana (human anti-mouse antibodies - HAMA)**2. Houve tentativas de 
obtenção de anticorpos monoclonais humanos, encontrando vários obstá- 
culos: a impossibilidade de imunizar pessoas com antígenos não vacinais, a 
impossibilidade de retirada de órgãos linfoides para obtenção de linfócitos 
B, a ausência de mielomas humanos para fusão. Os procedimentos de imuni- 
zação in vitro não se mostraram satisfatórios. A imortalização de linfócitos 
B humanos separados do sangue periférico por infecção com vírus Epstein- 
Barr foi alvo de trabalho de alguns grupos, porém a produção de anticorpos 
é baixa! e instável, com a tendência das células infectadas formarem gran- 
des agregados (Figura 10.11). 
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Figura 10.11 Clone de linfócitos B isolados de baço humano removido por esplenectomia, transformados com vírus Epstein-Barr. Foto: 
A. M. Moro. 


As técnicas de humanização de anticorpos surgiram com a finalidade de 
produzir anticorpos com imunogenicidade mínima quando administrados 
em humanos, ao mesmo tempo retendo a afinidade e especificidade do anti- 
corpo parental de origem não humana. Essas técnicas utilizam a engenharia 
dos anticorpos que surgiu com os avanços em relação à compreensão da 
estrutura do anticorpo e das técnicas de biologia molecular, sendo aplicada 
para reduzir as propriedades indesejáveis dos anticorpos como a imunoge- 
nicidade. A primeira técnica de humanização dos anticorpos resultou na 
geração de anticorpos quiméricos!2. Essa técnica consiste na combinação 
dos domínios variáveis dos anticorpos murinos com os domínios constan- 
tes humanos, gerando anticorpos com aproximadamente 70% de conteúdo 
humano (Figura 10.12). Os anticorpos quiméricos gerados mantiveram a 
especificidade do anticorpo parental murino e diminuíram a imunogenici- 
dade, mas geraram anticorpos antiquiméricos de origem humana (human 
anti-chimeric antibody — HACA) em aproximadamente 40% dos pacientes”. 
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Tabela 10.3 Anticorpos monoclonais terapêuticos com ano de aprovação, natureza e indicação clínica. Nomenclatura de mAbs: momab 
(murino), ximab (quimérico), zumab (humanizado), umab (humano) 























MAB MARCA ANO NATUREZA INDICAÇÃO 
Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 1986 Murino Transplante renal 
Abciximab ReoPro 1994 Quimérico Cardiologia 
Daclizumab Zenapax 1997 Humanizado Transplante 
Rituximab Rituxan, Mabthera 1997 Quimérico Câncer 
Basiliximab Simulect 1998 Quimérico Transplante 
Infliximab Remicade 1998 Quimérico Autoimune 
Palivizumab Synagis 1998 Humanizado Infecção viral 

Trastuzumab Herceptin 1998 Humanizado Cancer 
Gemtuzumab Mylotarg 2000 Humanizado Cancer 
Alemtuzumab Campath 2001 Humanizado Câncer 
Adalimumab Humira 2002 Humano Autoimune 

Ibritumomab tiutexan Zevalin 2002 Murino Cancer 
Efalizumab Raptiva 2003 Humanizado Autoimune 
Omalizumab Xolair 2003 Humanizado Alergia 
Tositumomab Bexxar 2003 Murino Cancer 
Bevacizumab Avastin 2004 Humanizado Cancer 
Cetuximab Erbitux 2004 quimérico Cancer 
Natalizumab Tysabri 2004 Humanizado Autoimune 
Panitumumab Vectibix 2006 Humano Cancer 
Ranibizumab Lucentis 2006 Humanizado Degeneração macular 
Eculizumab Soliris 2007 Humanizado Hemoglobindria 
Certolizumab pegol Cimzia 2008 Humanizado Autoimune 
Canakinumab Iaris 2009 Humano Autoimune 


Golimumab Simponi 2009 Humano Autoimune 
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MAB MARCA ANO NATUREZA INDICAÇÃO 
Ofatumumab Arzerra 2009 Humano Câncer 
Ustekinumab Stelara 2009 Humano Autoimune 
Tocilizumab Actemra, RoActemra 2009 Humanizado Autoimune 
Catumaxomab Removab 2009 Murino Câncer 
Denosumab Prolia, Xgeva 2010 Humano Osteoporose, câncer 
Belimumab Benlysta 2011 Humano Autoimune 

Brentuximab vedotin Adcetris 2011 Quimérico Câncer 
Ipilimumab Yervoy 2011 Humano Câncer 
Pertuzumab Perjeta 2012 Humanizado Câncer 
Raxibacumab Raxibacumab 2012 Humano Profilaxia do antrax inalado 

Obinutuzumab Gazyva 2013 Humanizado Câncer 
Ado-trastuzumab emtansine Kadcyla 2013 Humanizado 
Blinatumomab Blincyto 2014 Murino Câncer 
Ramucirumab Cyramza 2014 Humano Câncer 
Vedolizumab Entyvio 2014 Humanizado Auto-imune 
Pembrolizumab Keytruda 2014 Humanizado Cancer 
Siltuximab Sylvant 2014 a Cancer 
Secukinumab Cosentyx 2015 Humano Auto-imune 
Ado-trastuzumab emtansine Opdivo 2015 Humanizado Câncer 
Dinutuximab Unituxin 2015 Quimérico Câncer 


Para a obtenção de mAbs com imunogenicidade mínima, em 1986 foi publi- 
cada a técnica de transplante de CDR$, na qual os sítios CDRs foram trans- 
plantados para um FR humano. Nesse trabalho, os CDRs da cadeia pesada 
(HC) da proteína de mieloma humano NEWM foram substituídos pelos CDRs 
murinos do anticorpo anti-hapteno B1-8. O produto híbrido resultante foi 
combinado com a cadeia leve (LC) do B1-8 murino e manteve a afinidade exis- 
tente no anticorpo murino. O mesmo procedimento foi utilizado para huma- 
nizar o anticorpo anti-lisozima D1.3, comprovando a aplicação dessa técnica 
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Desenho: L. R. Tsuruta 


Figura 10.12 IgG em transformação do murino ao humano. 


para anticorpos que reconhecem proteína**. O transplante de CDR das duas 
cadeias do anticorpo (HC e LC), que vem a ser o procedimento padrão dessa 
técnica, foi publicado pela primeira vez em 1988 para um anticorpo terapêu- 
tico, comercializado como CamPath® (alemtuzumab) (Tabela 10.3), usado no 
tratamento de leucemia linfocítica crônica de células B!º. 

Apesar do sucesso inicial do transplante de CDR, foi observado que a 
maioria dos anticorpos obtidos por esta técnica não reteve a afinidade de 
ligação ao antígeno do anticorpo parental murino. Isto ocorreu devido à inte- 
ração de certos resíduos do arcabouço murino com os resíduos dos CDRs, 
o que está relacionado com a estrutura do sítio de ligação do antígeno. 
Através da modelagem tridimensional dos domínios variáveis de anti-Tac 
gerados por computador, o grupo de Queen identificou resíduos-chaves do 
arcabouço murino que interagem com os CDRs e o antígeno, importantes 
para a integridade do sítio de ligação do antígeno. Estes resíduos e os CDRs 
foram transferidos para a sequência do arcabouço humano com maior homo- 
logia à sequência murina, obtendo-se anticorpos com afinidade próxima à do 
anticorpo parental murino. Esse trabalho deu origem ao Zenapax8 (daclizu- 
mab) (Tabela 10.3), representando o primeiro anticorpo monoclonal humani- 
zado aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1997 para uso 
terapêutico nos Estados Unidos, indicado para a prevenção de rejeição no 
transplante renal”. Essa técnica de humanização do anticorpo tornou viável 
o uso clínico dos anticorpos monoclonais de origem murina. 

Durante a década de 1990 e até o presente, outros métodos de huma- 
nização de anticorpos foram desenvolvidos. Eles podem ser classificados 
tecnicamente em métodos racionais e empíricos. Os métodos racionais se 
baseiam na construção de variantes pela análise da estrutura e sequência 
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dos anticorpos, e os métodos empíricos se baseiam na seleção de clones 
após a construção de uma biblioteca combinatória***?. Com relação à imu- 
nogenicidade, aproximadamente 9% dos anticorpos humanizados indu- 
ziram resposta human anti-humanized antibodies (HAHA) em diferentes 
estudos clínicos”. 


10.6.1 Métodos racionais para humanizar anticorpos 


Os métodos racionais são formados por um ciclo de construção de 
pequeno número de variantes, que são montadas com base na informação 
da estrutura do anticorpo e no conhecimento da sequência do anticorpo 
murino. Às variantes são testadas por simulação computacional — in síilico — 
pela análise da afinidade e comparadas com o anticorpo murino ou parental. 
A vantagem desses métodos é verificada pela geração de variantes de anti- 
corpos no formato IgG. São exemplos de métodos racionais: 


e Transplante de CDR. 

e Remodelagem da superfície (resurfacing). 

e Transplante de resíduos determinantes de especifidade (specificity 
determining residues — SDR). 

* Super-humanização. 

e Otimização do conteúdo da sequência humana (human string content 
optimization). 


10.6.1.1 Transplante de CDR 


É a técnica de humanização de anticorpos monoclonais mais utilizada, e 
consiste na transferência para um arcabouço humano (aceptor) das sequên- 
cias dos CDRs murinos e dos resíduos de aminoácidos do arcabouço murino 
que interagem com os CDRs e o antígeno”. Em seguida, as variantes huma- 
nizadas são sintetizadas, expressas e caracterizadas. Não há até o momento 
um procedimento universal e eficiente de transplante de CDR. A identi- 
ficação dos resíduos do arcabouço que afetam a ligação ao antígeno é a 
parte mais desafiadora da técnica. A modelagem molecular dos anticorpos, 
murino e humanizado, auxilia nessa etapa; entretanto, a combinação apro- 
priada de mutações deve ser determinada experimentalmente. Nesta técnica, 
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há três itens importantes que precisam ser definidos para a construção das 
variantes humanizadas: 


1) as regiões determinantes da especificidade do anticorpo murino; 

2) a origem da sequência humana que será usada como arcabouço do anti- 
corpo humanizado; 

3) a seleção dos resíduos de aminoácidos do arcabouço murino que serão 
alvo da mutação reversa para recuperar ou melhorar a afinidade do anti- 
corpo humanizado. 


À estrutura tridimensional do anticorpo murino em complexo com o antí- 
geno fornece em detalhes os resíduos de aminoácidos que fazem contato 
com o antígeno e aqueles responsáveis pela determinação da especificidade 
do antígeno. Infelizmente, estão disponíveis apenas algumas estruturas tri- 
dimensionais do complexo antígeno-anticorpo, e na maioria dos casos os 
CDRs são considerados como regiões determinantes da especificidade'*. 

Nos trabalhos iniciais!*!* foram utilizados arcabouços fixos de anticorpos 
humanos de estrutura conhecida, sem levar em consideração a homologia 
com a sequência do anticorpo murino. Posteriormente, foram usadas sequên- 
cias humanas com maior homologia em relação ao anticorpo murino, sendo 
o método chamado de melhor encaixe**9%!, Essa estratégia reduz o número 
de desalinhamentos entre os resíduos de aminoácidos do arcabouço humano 
e murino, ocorrendo menor troca de resíduos de aminoácidos do arcabouço 
humano, o que pode ser uma vantagem em relação à imunogenicidade. Uma 
comparação das duas estratégias usando diferentes arcabouços da HC resul- 
tou na verificação de que anticorpos humanizados obtidos pelo método de 
melhor encaixe apresentaram maior afinidade*?. Outra estratégia de seleção 
de arcabouços humanos é a humanização com apenas um único arcabouço 
humano derivado de sequências consenso, sem levar em conta a sequência 
do anticorpo murino****. As sequências consenso são das subclasses huma- 
nas mais abundantes, chamadas VL, subgrupo 1 e VH subgrupo IIPº, Essa 
estratégia reduz a imunogenicidade dos anticorpos humanizados que pode 
ocorrer quando se usa um determinado arcabouço humano. Além disso, as 
sequências consenso demonstraram produção de bom rendimento de anti- 
corpo quando expressas em E. coli ou sistema de expressão de eucariotos. 
O arcabouço humano, geralmente é escolhido entre as sequências da região 
variável expressas em células B, isto é, sequências maduras baseadas no 
cDNA e derivadas das proteínas. Entretanto, com a disponibilidade de ban- 
cos de dados e a publicação do sequenciamento do genoma humano, regiões 
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variáveis das sequências germinais também podem ser escolhidas para esse 
propósito, com a vantagem de evitar resíduos imunogênicos associados com 
hipermutação somática. Além disso, a comparação das estruturas de raios X 
dos anticorpos gerados a partir da sequência germinal ou anticorpo maduro, 
na forma ligada e livre de energia, mostrou que o primeiro é mais flexível“. 
Essa plasticidade tem a vantagem de acomodar várias sequências de CDR 
com necessidade de poucas mutações do arcabouço humano para obter a 
afinidade do anticorpo parental. Devido a essas características, houve um 
aumento do uso das sequências germinais humanas“, 

Geralmente, a afinidade do anticorpo diminui após a transferência dos 
CDRs murinos para um arcabouço humano devido às incompatibilidades 
entre eles. Portanto, é necessário definir os resíduos de aminoácidos do arca- 
bouço murino que serão reintroduzidos no anticorpo humanizado, a fim de 
restabelecer ou evitar perda da afinidade. Esses resíduos do arcabouço estão 
normalmente envolvidos no suporte da conformação dos CDRs'!*“? ou 
estão diretamente em contato com o antígeno”. Foote e Winter” condu- 
ziram um estudo detalhado de todos os resíduos do arcabouço que afetam 
a ligação ao antígeno, obtendo uma lista de trinta resíduos “Vernier” que 
contribuem potencialmente para a estrutura do CDR. O número de resíduos 
do anticorpo que serão trocados é particular para cada caso e é baseado na 
estrutura tridimensional ou modelagem molecular da região variável do anti- 
corpo murino. O repertório de estruturas tridimensionais pode ser acessado 
pela página do The International ImMunoGeneTics (IMGT)'”. A modela- 
gem molecular da região variável do anticorpo foi facilitada pela descoberta 
de estruturas canônicas”, que são conformações principais da região hiper- 
variável, e pela disponibilidade de grande número de estruturas de anticorpo 
no banco de dados de proteínas. Após definir as construções das sequências 
humanizadas, são realizados estudos de modelagem das regiões variáveis 
desses anticorpos. O resultado obtido é submetido a alguns ciclos de oti- 
mização de energia. À síntese dos genes variáveis do anticorpo humanizado 
pode ser obtida de duas formas. Um método padrão para sintetizar os genes 
variáveis é a amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) utili- 
zando vários oligonucleotídeos sobrepostos”. Outra forma para obter esses 
genes é através da encomenda a empresas especializadas na síntese de genes. 
Em seguida, é necessário definir a estratégia de expressão desses anticorpos. 
Isso depende de vários fatores, como a forma do anticorpo que será expresso 
(IgG, fragmento Fab ou Fv de cadeia simples — single chain Fv, scFv), o 


* Disponível em: http://www.imgt.org/. 
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organismo hospedeiro para expressão (células de mamíferos, levedura ou E. 
coli), a quantidade requerida e o uso esperado. Após a expressão e purifica- 
ção dos anticorpos humanizados, são realizados ensaios para confirmar as 
propriedades de ligação e a atividade biológica desses anticorpos. 


10.6.1.2 Remodelagem da superfície 
(resurfacing ou veneering) 


Essa técnica surgiu no início da década de 1990 como alternativa ao 
transplante de CDR. O grupo de Padlan” propôs a redução da imunoge- 
nicidade dos domínios variáveis do anticorpo murino aliada à retenção 
das propriedades de ligação do anticorpo pela substituição dos resíduos 
de aminoácidos do arcabouço murino presentes na superfície e, portanto, 
expostos ao solvente, por resíduos humanos. Esses resíduos expostos não 
são considerados importantes para a ligação direta com o antígeno, mas, 
provavelmente, contribuem para a imunogenicidade do anticorpo. Por outro 
lado, os resíduos não expostos ao solvente são mantidos, eliminando prati- 
camente a probabilidade de afetar a estrutura do anticorpo e, consequente- 
mente, a ligação ao antígeno. Esses resíduos apresentam baixa imunogenici- 
dade por estarem escondidos do sistema imune. Na técnica de remodelagem 
de superfície não ocorre mudança dos resíduos de aminoácidos importantes 
na manutenção da estrutura dos domínios variáveis. Dessa forma, espera-se 
eliminar o potencial de ativar células B e a redução da quantidade de resí- 
duos alterados e que são determinantes para a especificidade do anticorpo”. 
O primeiro método de remodelagem da superfície foi desenvolvido pelo 
grupo de Pedersen”, que analisou doze anticorpos de estrutura conhecida, 
identificando resíduos representando > 30% de área superficial acessível 
ao solvente nos arcabouços. Em seguida, as sequências murinas e humanas 
foram comparadas, e os resíduos do anticorpo murino, acessíveis ao solvente 
e diferentes dos resíduos humanos, foram marcados para substituição. O 
anticorpo N901 foi humanizado por dois métodos, por transplante de CDR 
e remodelagem da superfície, sendo que ambos apresentaram a mesma afini- 
dade ao antígeno. Em 2006, esse método foi modificado por Staelens e cola- 
boradores”, sendo que os autores propuseram um método pela identificação 
dos resíduos de aminoácidos superficiais do arcabouço murino e modelagem 
pelo uso de sequências com maior identidade para ambos os anticorpos 
murino e humano. Foram encontradas várias discrepâncias em relação ao 
trabalho do grupo de Pedersen, mostrando que esse método é mais preciso. 
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Outros anticorpos monoclonais foram humanizados utilizando o método de 
remodelagem de superficie*!****. A afinidade dos anticorpos obtidos por esse 
método não mudou em relação ao anticorpo parental. Entretanto, há pou- 
cos dados clínicos desses anticorpos, e, portanto, uma análise detalhada da 
imunogenicidade não está disponível. Um anticorpo conjugado, humanizado 
pela remodelagem de superficie, huC242-DM1 (Cantuzumab mertansine), 
mostrou, em estudo clínico, que não houve geração de anticorpos anti-idio- 
tipo em nenhum paciente*. 


10.6.1.3 Transplante de SDR 


SDR são resíduos de aminoácidos internos do CDRs que estão direta- 
mente envolvidos no contato com o antígeno e apresentam a maior variabi- 
lidade”. O estudo desse grupo indicou que apenas um terço dos resíduos do 
CDR está envolvido na interação com o antígeno. Os SDR são identificados 
com base no banco de dados das estruturas tridimensionais do complexo 
antígeno-anticorpo. O transplante de SDR surgiu para reduzir o número de 
resíduos de aminoácidos murinos transplantados para o arcabouço humano. 
Os resíduos de aminoácidos que não fazem parte do SDR são substituídos 
pelos resíduos presentes nas sequências humanas. O protocolo é semelhante 
ao utilizado no transplante de CDR*. O primeiro trabalho a utilizar essa 
técnica*”** humanizou inicialmente o anticorpo monoclonal anti-CC49, con- 
tra uma glicoproteína-72 associada a tumor, por transplante de CDR e, em 
seguida, aplicou a técnica de transplante de SDR. Foi observado que varian- 
tes do anticorpo humanizado retiveram a ligação do anticorpo humanizado 
parental, e um clone com afinidade comparável ao parental foi selecionado. 
Esse estudo mostrou que é possível reter a ligação ao antígeno, transplan- 
tando, ao anticorpo humano, apenas resíduos de SDR e resíduos do arca- 
bouço murino essenciais à preservação da estrutura do sítio de combinação 
do anticorpo. 

Outra variação dessa técnica é o transplante de CDR abreviado (aCDR), 
região que contém todos os SDRs”. O anticorpo murino COL-1, contra um 
antígeno expresso em carcinomas humanos, foi humanizado inicialmente 
por transplante de CDR, e depois foi obtida uma variante por transplante 
de aCDR. Essa variante apresentou ligação ao antígeno e uma pequena 
diminuição da afinidade em relação ao anticorpo humanizado paren- 
tal, sendo o trabalho um protótipo para o desenvolvimento de anticorpos 
menos imunogênicos. 
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10.6.1.4 Super-humanização 


É um método de comparação da homologia dos resíduos de CDR de 
origem murina e humana utilizando o repertório das sequências germinais 
humanas para selecionar sequências do arcabouço humano baseado na simi- 
laridade estrutural dos CDRs humanos, e não na homologia da sequência 
de aminoácidos do arcabouço. À similaridade estrutural é avaliada por meio 
de uma pontuação da homologia resíduo a resíduo dos CDRs murinos com 
os candidatos humanos que apresentam a mesma estrutura canônica. Essa 
estratégia foi usada para humanizar anti-CD28 humano de origem murina”. 
O anticorpo humanizado perdeu a afinidade na ordem de trinta vezes, mas 
ainda reteve a sua atividade biológica. Uma descrição detalhada do método 
de super-humanização foi publicada para o anticorpo antilisozima D1.3, 
sendo que a perda da afinidade foi de seis vezes em comparação ao anti- 
corpo parental”. Essa técnica também foi usada para humanizar o mAb 
murino 1A4A1, um anticorpo neutralizante contra o vírus da encefalite 
equina venezuelana (VEEV), e foi demonstrada a retenção da especificidade 
de ligação ao antígeno e da atividade neutralizante”. 


10.6.1.5 Otimização do conteúdo de sequência 
humana (human string content optimization) 


Esse método é baseado em uma medida imunológica de “humanidade” de 
anticorpos chamada human string content (HSC), que quantifica potenciais 
epítopos das células T/MHC em uma sequência”!. É conhecido que a remo- 
ção de epítopos que podem ativar células T reduz a imunogenicidade das 
proteínas”. A medida de “humanidade” é determinada pela proporção de 
peptídeos de um anticorpo encontrados em uma série de sequências huma- 
nas, sugerindo que o índice de HSC tem impacto na reatividade da molécula 
com o sistema imune humano. Com base nessa hipótese, foram desenvol- 
vidos métodos computacionais que avaliam a influência das substituições 
nas sequências de LC e HC em relação ao aumento do índice HSC. O grupo 
de Lazar”! aplicou esse método para quatro anticorpos com especificidades 
diferentes, comparando a sequência murina com o repertório de genes das 
sequências germinais humanas. Os anticorpos humanizados apresentaram 
alto índice HSC, e a afinidade resultou equivalente ou mais alta do que a do 
anticorpo parental. 
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10.6.2 Métodos empíricos para humanizar anticorpos 


Os métodos empíricos são baseados na geração de grandes bibliotecas 
combinatórias e subsequente seleção para identificar as variantes desejadas 
por técnicas como biblioteca apresentada por fagos (phage display), biblio- 
teca apresentada por leveduras (yeast display) ou biblioteca apresentada por 
ribossomos (ribosome display), ou por outras técnicas de triagem de grande 
escala. As etapas críticas desses métodos são a construção da biblioteca e a 
estratégia de seleção utilizada. Uma vantagem é a retenção ou a melhoria da 
afinidade do anticorpo, sendo possível a combinação com a maturação da afi- 
nidade. Uma desvantagem é que as variantes de anticorpo estão, geralmente, 
no formato scFv ou fragmento Fab, sendo necessária a conversão ao formato 
IgG após a seleção. São exemplos de métodos empíricos: 


Bibliotecas de arcabouço (FR). 

Seleção guiada. 

Embaralhamento de arcabouço (framework shuffling). 
Humano-engenharia (humaneering). 


10.6.2.1 Bibliotecas de arcabouço (FR) 


Nesse método é construída uma biblioteca combinatória que contém 
várias sequências de arcabouços de LC e HC, mais os CDRs que são de 
origem murina. Às variantes humanizadas são selecionadas através da afi- 
nidade ao antígeno. Apresenta vantagem em relação ao método de mutação 
sítio-dirigida para obtenção de variantes em função da seleção pela afini- 
dade e obtenção de um grupo maior de variantes que podem ser avaliadas 
simultaneamente. O primeiro trabalho com esse método foi publicado pelo 
grupo de Rosok®’, que humanizou um mAb anti-Lewis”, BR96. O arcabouço 
humano foi escolhido entre as sequências germinais com base na homologia 
com a sequência murina. Os resíduos superficiais do arcabouço expostos 
ao solvente e que não participam do sítio de ligação ao antígeno foram 
trocados por resíduos humanos. Em relação aos resíduos de aminoácidos 
internos do arcabouço, foram incluídos tanto o resíduo murino quanto o 
humano para a construção da biblioteca em vetor de fago M13. Os variantes 
humanizados com afinidade ao antígeno foram selecionados e apresentaram 
afinidade duas vezes mais alta do que a verificada com anticorpo murino. 
O grupo de Baca” observou que onze resíduos do arcabouço têm maior 
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influência na ligação com o antígeno, e usou essa informação para realizar 
mutação randômica na humanização do anticorpo. À biblioteca de anticor- 
pos foi construída usando como molde o arcabouço humano consenso?, e 
os resíduos de aminoácidos-alvo para randomização foram baseados nos 
dados da literatura de humanização que utiliza essa sequência consenso***, 
Sequências ótimas de arcabouços foram identificadas pela seleção, com base 
na afinidade determinada pelo método de phage display. Uma variante com 
afinidade 125 vezes mais alta em relação ao anticorpo humanizado inicial 
foi selecionada. Uma mutação adicional dessa variante melhorou a afini- 
dade na ordem de seis vezes. Usando a técnica de phage display, o grupo de 
Rader” humanizou anticorpo de coelho. O melhor clone selecionado apre- 
sentou afinidade semelhante ao anticorpo parental gerado em coelho. 


10.6.2.2 Seleção guiada 


Essa técnica permite o isolamento de anticorpo humano a partir do anti- 
corpo murino ou de outra espécie, não sendo analisada a estrutura do 
anticorpo. Humira (adalimumab), o primeiro anticorpo humano aprovado 
pela FDA, foi selecionado usando esse método*. Trata-se de mAb anti-TN- 
F-a, obtido pela tecnologia de phage display com a geração de bibliotecas 
combinatórias formadas pelo domínio variável de HC do anticorpo de roe- 
dor Mab32 e biblioteca de domínios variáveis de LC humanos. À biblioteca 
quimérica foi apresentada por fagos e os mesmos foram selecionados contra 
TNF-a. O domínio variável de LC selecionado foi clonado na biblioteca 
contendo domínios variáveis de HC humano. Essa nova biblioteca foi apre- 
sentada por fagos e estes foram selecionados contra TNF-q. Como resul- 
tado, um anticorpo monoclonal humano com afinidade similar ao anti- 
corpo do roedor foi isolado e aprovado pelo FDA, em 2002, com indicação 
para o tratamento de artrite reumatóide e doença de Crohn (Tabela 10.3). 

Uma desvantagem dessa técnica é que trocas de uma cadeia do anticorpo, 
mantendo a outra constante, pode resultar na modificação da posição 
do epítopo que o anticorpo reconhece, isto é, mudança da especificidade 
fina do anticorpo”. Foram reportados estudos que isolaram anticorpos 
humanizados pela técnica de seleção guiada com mudança na especifici- 
dade fina do anticorpo!ºº!!, Uma variação dessa técnica é a combinação 
do domínio variável de HC do anticorpo murino com a biblioteca de domí- 
nio variável LC humano em paralelo com a combinação do domínio variá- 
vel de LC murino com a biblioteca de domínio variável HC humano!”. 
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As duas bibliotecas quiméricas recombinadas foram selecionadas contra o 
antígeno para selecionar os clones mais específicos de cada biblioteca. Os 
genes humanos selecionados de cada biblioteca foram combinados e testa- 
dos. Tanto a especificidade como a funcionalidade do anticorpo humano 
resultante foi semelhante ao anticorpo murino. Para que o epítopo do anti- 
corpo humanizado seja o mesmo do anticorpo murino, uma variação dessa 
técnica foi aplicada com a retenção da sequência do CDR3 de HC murino 
no anticorpo humanizado!º-104, 


10.6.2.3 Embaralhamento do arcabouço 
(framework shuffling) 


Nesse método, o anticorpo monoclonal murino é humanizado através da 
síntese de uma biblioteca combinatória formada pelos seis CDRs do anti- 
corpo murino em fusão com todas as sequências do arcabouço germinal 
humano. À triagem dos clones é feita pela ligação com o antígeno de inte- 
resse, sendo um método simples por não requerer conhecimento prévio da 
estrutura do anticorpo, análise dos CDRs e construção de arcabouços”. O 
grupo humanizou o anticorpo murino B233, que se liga ao receptor tirosina- 
quinase EphA2, alvo em vários tipos de câncer. As bibliotecas foram triadas 
pela ligação ao antígeno num processo de seleção de duas etapas, em que, 
primeiramente, houve a humanização do domínio variável de LC e depois 
do domínio variável de HC. Em outro estudo, foi apresentado o processo 
de embaralhamento de arcabouço em uma só etapa, que se mostrou mais 
eficiente que a triagem de duas etapas, resultando em anticorpos com pro- 
priedades físico-químicas e bioquímicas melhoradas, o que inclui aumento 
da expressão, maior afinidade e estabilidade térmica. 


10.6.2.4 Humano-engenharia de anticorpos (humaneering) 


É um método desenvolvido pela empresa Kalobios para produzir anti- 
corpos similares à sequência germinal humana, com retenção da especifici- 
dade e afinidade do anticorpo parental. O método identifica deteminantes de 
especificidade mínima (minimum specificity determinants - MSD) que defi- 
nem a especificidade de ligação ao antígeno. Os MSD são sequências curtas 
do CDR3 de HC e LC, que são transferidas para uma biblioteca humana 
com sequências parciais dos genes germinais humanos da região variável. 
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A biblioteca combinatória é expressa na forma de fragmento Fab em E.coli 
para isolar anticorpos humanos!®%. Por essa técnica foi obtido anticorpo 
contra a proteína PcrV de Pseudomas aeruginosa, que apresentou atividade 
biológica semelhante ao anticorpo parental. 


10.7 TECNOLOGIA DE ANTICORPOS MONOCLONAIS 
RECOMBINANTES - TÉCNICAS DE DISPLAY 


As várias tecnologias de apresentação de fragmentos de anticorpos, como 
phage display, yeast display e ribosome display, são plataformas de seleção 
in vitro da diversidade molecular presente numa determinada biblioteca. A 
tecnologia de phage display é uma das principais ferramentas para gerar 
anticorpos humanos terapêuticos, juntamente com as técnicas de uso de 
camundongos transgênicos imunizados e humanização de anticorpos!”. O 
phage display tem como vantagem uma plataforma robusta, simples, com 
processo de seleção altamente versátil. Dois mAbs (adalimumab e belimu- 
mab) obtidos pela tecnologia de phage display foram aprovados para uso 
terapêutico pela FDA (Tabela 10.3). Outros mAbs derivados dessa tecno- 
logia foram submetidos a diferentes fases de ensaios clínicos", sendo oito 
mAbs humanos para a terapia do câncer!º. 

As plataformas de seleção in vitro mimetizam o processo in vivo e têm 
quatro etapas-chave, como ocorre na geração de anticorpo in vivo pelo sis- 
tema imune: a geração (ou clonagem) da diversidade genotípica, o acopla- 
mento do genótipo ao fenótipo, a aplicação da pressão seletiva e a amplifi- 
cação. Esse processo conduz, inicialmente, à coleção dos genes de anticorpos 
recombinantes, como os linfócitos B de animais imunizados. Essa coleção 
de genes é, em seguida, clonada num vetor para fornecer a ligação entre 
o fenótipo de cada anticorpo (o ambiente da ligação com o antígeno) e o 
genótipo codificado. Em vez de selecionar clones pela ligação ao antígeno, 
as bibliotecas de anticorpo são enriquecidas por rodada de seleção com 
antígeno-alvo e amplificação e, após algumas rodadas de seleção, os clo- 
nes individuais são caracterizados para verificar a afinidade ao antígeno e 
outras propriedades!"”. 

A primeira tecnologia que surgiu foi o phage display com a apresentação 
de fragmentos exógenos (peptídeos) na superfície do bacteriófago (fago) fila- 
mentoso!!º (Figura 10.13). Nesse trabalho, o peptídeo foi inserido na região 
entre dois domínios da proteína p3 do fago, obtendo-se uma proteína de 
fusão. À proteína p3 é expressa na superfície externa do fago, está presente 
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em três a cinco cópias e está envolvida na infecção bacteriana através da 
ligação do F pilus bacteriano com a região N-terminal da proteína p3!!-113, 
O trabalho de Smith mostrou que os peptídeos foram expressos pelo fago e 
purificados por afinidade de ligação dos peptídeos ao anticorpo, e os fagos 
enriquecidos foram ampliados em bactéria. Outra estratégia para a obtenção 
da proteína de fusão p3 deveu-se à inserção de fragmentos de DNA próximo 
à região N-terminal'* ou na região N-terminal de p3''’. No trabalho de Par- 
mley e Smith, fragmentos de f-galactosidase foram apresentados pelo fago 
e selecionados por um processo de biopanning, que é o procedimento clás- 
sico de seleção da técnica de phage display utilizado para a seleção de fagos 
que apresentam fragmentos exógenos. À aplicação dessa tecnologia para a 
seleção de mAbs ocorreu pelo desenvolvimento de duas técnicas. Primeiro, 
houve a expressão de fragmentos scFv e Fab de forma funcional no peri- 
plasma de E. colit!is!17, A PCR representou a segunda técnica desenvolvida, 
permitindo a clonagem dos genes de anticorpos a partir de hibridomas, de 
populações mistas de células transfectadas, de sangue ou outro órgão rico 
em células ES, 
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Figura 10.13. Estrutura do bacteriófago filamentoso com genoma de DNA simples fita e proteinas ao redor do capsideo. (g: gene; p: 
proteina). Segundo Gao e cols.!??, com licença de National Academy of Science, EUA. 


A primeira biblioteca combinatória de anticorpos! foi construída no 
vetor de bacteriófago À lítico que liberou fragmentos Fab do periplasma 
através de lise. À triagem dos fragmentos Fab ocorreu pela sua transferência 
para filtros de nitrocelulose seguida pela ligação de antígenos marcados com 
radioisótopo. Duzentos clones foram identificados pela análise de 10º frag- 
mentos Fab. A mesma metodologia foi usada para a clonagem de anticor- 
pos humanos!?. À biblioteca foi construída a partir de genes de anticorpo 
dos linfócitos periféricos do sangue de indivíduos que haviam recebido 
recentemente o toxoide tetânico. Os anticorpos selecionados apresentaram 
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diversidade na sequência e afinidade de 107-10º M'!. Aplicando-se a mesma 
metodologia, autoanticorpos humanos foram gerados!2*!2, Entretanto, o 
procedimento de triagem com filtros limitou o tamanho da biblioteca que 
poderia ser analisado, uma vez que requer grande número de filtros e anti- 
genos puros marcados com radioisótopos ou enzimas. 

O método da seleção dos fragmentos de DNA apresentados pelo fago 
conhecido por biopanning é mais eficiente do que a triagem pelo isolamento 
de clones, com uma determinada especificidade e afinidade, presentes numa 
biblioteca. As bibliotecas de phage display foram, inicialmente, estabelecidas 
pela construção de bibliotecas de peptídeos em fagos filamentosos!!s:!26,127, 
Os fagos filamentosos não lisam a bactéria e são liberados conforme são 
montados na membrana bacteriana. Em seguida, foi descrita a expressão de 
fragmentos scFv na superfície de fagos filamentosos, o que permitiu a sele- 
ção rápida de Abs presentes numa biblioteca através da ligação ao seu antí- 
geno!28:!2º Os anticorpos também podem ser apresentados como fragmentos 
Fab quando uma cadeia é fusionada à proteína p3 e a outra é secretada 
no perisplasma 30132, 


10.7.1 Sistemas de vetores para a 
apresentação de molécula exógena 


O fago serve como vetor de clonagem, com os genes exógenos inseridos 
no seu genoma. Este sistema leva à apresentação múltipla de peptídeos exó- 
genos em fusão com a proteína do fago, o que pode dificultar a seleção de 
anticorpos específicos devido ao efeito da avidez. O primeiro vetor de fago, 
fd-tet!!º, apresenta como desvantagem a dificuldade de preparar DNA dupla 
fita necessário para a clonagem. Os fragmentos de anticorpos são fundidos 
no dominio N-terminal da proteína p3, sendo que o fago é infectivo!?®130, 

O sistema de fagomídeos (Figura 10.14) é uma alternativa à clonagem 
direta no genoma do fago. São plasmídeos que carregam a região intergênica 
(IR) do fago filamentoso. IR permite a replicação mediada por fago auxi- 
liador e empacotamento do DNA cópia simples do fagomídeo. Apresentam 
algumas vantagens em relação à clonagem no genoma do fago: facilidade 
na obtenção do DNA dupla fita para a construção da biblioteca; o controle 
da valência da proteína apresentada pelo fago; facilidade na produção de 
proteínas solúveis, se um códon de parada âmbar é inserido entre a proteína 
recombinante e a proteína p3!º, e maior estabilidade devido à resistência 
a deleções do material exógeno apresentado pelo fago!*. Os fagomídeos 
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Figura 10.14 Esquema do vetor fagomídeo. Desenho de L.R.Tsuruta, adaptado de Qi e cols.!?, 
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podem apresentar proteínas de fusão com proteínas p3 e p8 e carregam 
o gene g3 ou g8 próximo à região de clonagem da proteína exógena. Eles 
expressam bem a proteína recombinante, mas não amplificam fagos, ao 
menos que a bactéria contendo o fagomídeo seja infectada por um fago 
auxiliador, que sintetiza todas as proteínas do fago. Os fagos auxiliadores 
são essencialmente fagos filamentosos cujo sinal de empacotamento está 
inativo, e geralmente carregam genes de resistência a antibióticos. A supe- 
rinfecção do fago auxiliador conduz à expressão tanto da forma selvagem 
quanto da proteína de fusão na superfície do fago. Durante a montagem do 
fago ocorre a competição entre as duas formas da proteína para a incorpo- 
ração no vírion. Os fagomídeos são, preferencialmente, empacotados pelo 
fago auxiliador devido à origem defeituosa do fago auxiliador"*. A proteína 
p8 do fago é a principal proteína de superfície e apresenta 2.700 cópias por 
fago. Essa proteína foi usada para apresentar peptídeos!**!*7 e fragmentos 
de anticorpos!8-!40, A população de fagos é multivalente, sendo apresen- 
tados aproximadamente 900 peptídeos! e 24 fragmentos Fab!!º por uma 
partícula de fago. No caso de apresentação de fragmentos de anticorpo, foi 
verificado que o efeito de avidez das cópias múltiplas na superfície do fago 
não permitiu a seleção de anticorpos com alta afinidade. A proteína de fusão 
formada pelo fragmento de anticorpo com a proteína p3 é apresentada, em 
geral, na forma monovalente quando se usa fagomídeos. O fago incorpora 
no vírion a proteína p3 em fusão com fragmento Fab, e p3 selvagem é pro- 
duzido pelo fago auxiliador. A presença da proteína p3 selvagem é necessária 
para a infecção da bactéria. Foi observado que quando o domínio N-termi- 
nal da proteína p3 se liga ao F pilli da bactéria, a célula infectada com fago 
tem imunidade para a superinfecção de outros fagos filamentosos como o 
fago auxiliador. Dessa forma, o domínio N-terminal de p3 deve ser deletado 
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da proteína de fusão do fagomídeo. Essa característica foi incorporada ao 
primeiro vetor para a apresentação de fragmento Fab, pComb3!*! e outros 
vetores que apresentam fragmento Fab como pDH188!*2 e pEXmide3!*!. Os 
tipos de sistema de phage display são apresentados na Figura 10.15. 


A: fago selvagem: 


> 


FEL 


B: apresentação monovalente em fusão com proteina p3 inteira: 


w 


C: apresentação polivalente em fusão com proteina p3 inteira; 


o 


D: apresentação monovalente em fusão com domínio € da proteina p3: 


E: phage display indireto em que formas verde e vermelha conectando a 
forma de estrela representam domínios dos fatores de transcrição Fos e Jun 
que estão apresentando uma proteína de fusão com p3 truncado. 


m 


n 


F: apresentação de p7 e/ou p9; 


G: apresentação p8 mosaico em que p8 selvagem é co-incorporado ao 
virion junto com proteina de fusão p8: 


a 


= 


H: aprescntação uniforme de p8 em que todas as protcinas p8 cstéo cm 
fusão com os peptídeos. 


Figura 10.15 Tipos de phage display. Segundo Rakonjac e cols.!*, com licença do autor. 


10.7.2 Construção de bibliotecas de 
anticorpos recombinantes 


Dois tipos de bibliotecas podem ser usados para a seleção de anticorpos 
recombinantes: biblioteca derivada de fonte que não foi ativada pelo sistema 
imune para reconhecimento de um antígeno (naive), e biblioteca imune, 
derivada de animal ou indivíduo imunizado. As bibliotecas naive podem 
ser bibliotecas pré-imunes derivadas de genes variáveis humanos rearranja- 
dos naturalmente!?*!4-147 ou de origem murina!*, genes variáveis humanos 
sintéticos!*”-!%* e genes variáveis que passaram por processo de embaralha- 
mento!*!56, As bibliotecas imunes são constituídas de genes variáveis de 
humanos imunizados?”!31157-16 ou camundongos imunizados!*!192, Nessas 
bibliotecas, são selecionados anticorpos específicos para o antígeno usado 
na imunização, e também é possível selecionar anticorpos contra outros 
antígenos!”. A fonte dessas bibliotecas são, geralmente, o baço ou linfócitos 
periféricos do sangue. No caso humano, alguns baços podem ser utilizados 
após necessidade de remoção por esplenectomia. 

Para a construção da biblioteca de anticorpos, deve-se inicialmente definir 
a fonte do mRNA que será usado como molde para a amplificação dos genes 
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LC e HC por PCR. Os genes são amplificados usando oligonucleotídeos que 
reconhecem extremidade 5” dos genes V (variáveis) e extremidade 3” dos 
genes J, ou extremidade 5” da região constante de LC ou CH1. Oligonucleo- 
tídeos degenerativos!!?20 e famílias diferentes de genes V!% também podem 
ser utilizados. As sequências das regiões variáveis sintéticas foram sintetiza- 
das por PCR e são baseadas em sequências encontradas naturalmente com 
adição randômica de sequências de CDR3 e FR4, usando oligonucleotídeos 
longos!*%151,154165, Outra estratégia obteve repertórios da região variável de 
HC com todas as diversidades de sequências com foco na sequência de CDR- 
H3!º. No início, as bibliotecas sintéticas selecionaram anticorpos com baixa 
afinidade em comparação com as bibliotecas naturais de tamanho similar. 
Entretanto, nas bibliotecas construídas posteriormente!**1616% foram usadas 
seleções prévias para garantir que as regiões variáveis eram funcionais, e 
foram obtidos anticorpos de alta afinidade. Após a amplificação dos genes 
LC e HC, os produtos de PCR são ligados ao vetor para a construção da 
biblioteca de anticorpos. 


10.7.3 Seleção de mAbs das bibliotecas de fago 


A seleção de fagos que apresentam anticorpos de uma biblioteca ocorre 
pela ligação específica ao antígeno. Apenas os fagos que expressam peptí- 
deos ou proteínas funcionais na sua superfície são propagados através de um 
procedimento chamado panning, ocorrendo o enriquecimento da biblioteca 
(Figura 10.16). Em princípio, uma rodada de seleção seria suficiente, mas 
a ligação específica do anticorpo apresentado pelo fago limita o enriqueci- 
mento e, na prática, duas a cinco rodadas são necessárias para selecionar 
os mAbs. Os fagos enriquecidos na primeira rodada de seleção podem ser 
ampliados em cultura bacteriana e submetidos a outras rodadas de seleção. 

Uma série de metodologias foi usada para separar os clones ligantes dos 
clones não ligantes. Fagos apresentando anticorpo podem ser selecionados 
pela ligação ao antígeno sensibilizado em placas!!!” em matriz de resina!?, 
em solução com antígenos biotinilados!” ou antígeno presente na superficie 
de células'®*. Os fagos que se ligam ao antígeno são lavados e, em seguida, 
eluídos por hapteno solúvel!*, ácido"! ou álcali!*”. 

A eficiência da seleção de anticorpos depende de muitos fatores, como 
a cinética de dissociação durante a lavagem e se múltiplos fragmentos de 
anticorpo são apresentados por um fago e se ligam simultaneamente ao 
antígeno!?. Anticorpos com cinética de dissociação rápida (e afinidade de 
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Figura 10.16 Esquema geral da tecnologia de biblioteca de apresentação por fagos para expressão do fragmento Fab. Desenho: L. R. 
Tsuruta. 


ligação fraca) são retidos pelo uso de lavagens curtas, uso de display multi- 
valente e alta densidade de antígeno na superfície sólida. A seleção de anti- 
corpos com cinética de dissociação lenta (e boa afinidade de ligação) ocorre 
pelo uso de lavagens longas, fagos monovalentes!”! e baixa densidade de 
sensibilização do antígeno!**. 

Após a seleção de clones, estes devem ser expressos e caracterizados indi- 
vidualmente para se analisar as suas características de ligação. Os vetores 
fagomídeos podem apresentar ou secretar fragmentos de anticorpos através 
da incorporação de códon de parada âmbar entre o fragmento de anticorpo 
e p3. Os fragmentos de anticorpo são fundidos a p3 e apresentados pelo 
fago quando uma linhagem supressora de E.coli é usada. Os anticorpos são 
secretados quando se usa linhagem não supressora de E. coli que lê o códon 
âmbar como códon de parada!*. Outra opção seria a reclonagem dos genes 
que codificam fragmentos de anticorpo para a secreção de anticorpos solú- 
veis!2169 Em geral, a afinidade dos anticorpos selecionados é proporcional 
ao tamanho da biblioteca, com K, na faixa de 10% a 107 M para bibliotecas 
menores!42152. 10? M para as bibliotecas maiores!4*146 151, 
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10.7.4 Maturação da afinidade de anticorpos 


A afinidade dos anticorpos selecionados a partir de bibliotecas de phage 
display é, geralmente, suficiente para uso como reagentes de pesquisa, mas 
estes apresentam baixa afinidade para algumas aplicações terapêuticas. Nes- 
ses casos, os clones selecionados devem passar por maturação da afinidade 
para aumentar a sua ligação específica ao antígeno. A tecnologia de phage 
display permite a construção de uma segunda biblioteca a partir do clone 
selecionado, e essa característica facilitou a seleção de anticorpos humanos 
para uso terapêutico. 

As estratégias de mutagênese descritas abaixo para a produção de novos 
mAbs podem ser utilizadas para melhorar as propriedades dos existentes, 
sendo que muitas estratégias foram aplicadas para aumentar a afinidade 
dos fragmentos de anticorpo!'?. As bibliotecas de mutações pontuais foram 
construídas utilizando condições de tendência ao erro em PCR!*, Essa estra- 
tégia mimetiza mutações pontuais randômicas geradas pela mutação somá- 
tica natural. Fragmento scFv anti-progesterona de camundongo de baixa 
afinidade, selecionado de uma biblioteca pré-imune, foi submetido a essa 
estratégia, sendo que a afinidade do anticorpo aumentou trinta vezes (10º 
M“). A mesma estratégia foi usada para aumentar a afinidade do fragmento 
scFv anti-NIP de camundongo, selecionado pelo sistema de apresentação 
multivalente fd-tet-DOG1!%”. Nesse caso, usou-se antígeno biotinilado, sele- 
ção em solução, resultando no isolamento de um clone com afinidade quatro 
vezes mais alta (10º M'!). Para selecionar fragmento scFv antilisozima de 
camundongo, com alta afinidade, usou-se a mesma estratégia e o mesmo 
vetor!?, A biblioteca foi selecionada de duas formas: captura com antígeno 
biotinilado e seleção competitiva entre lisozima biotinilada e não biotini- 
lada. Dois clones com afinidade três vezes mais alta foram selecionados, 
tendo sido encontrados dois sítios de mutação nesses clones. Estas mutações 
foram combinadas por mutação sítio-dirigida, o que resultou em um anti- 
corpo com afinidade 2 x 10º M'!, um aumento considerável de cinco vezes. 
Um dos problemas do uso da mutação randômica é que muitas mutações 
ocorrem fora dos CDRs e podem gerar anticorpos imunogênicos!?. 

A estratégia de embaralhamento de cadeias pode funcionar quando 
se inicia com um clone de baixa afinidade!*. O embaralhamento de uma 
biblioteca de LC selecionou um clone com afinidade aumentada em vinte 
vezes. Esse clone foi combinado com a biblioteca da região variável de HC, 
obtendo-se um clone anti-phOX com aumento de afinidade de quinze vezes 
(10° M’). 
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A estratégia de CDR walking!” é uma variação da estratégia de obtenção 
de genes sintéticos de anticorpo, com a diferença de que a randomização é 
limitada a seis resíduos ou menos. O método pode ser aplicado de forma 
sequencial, em cujo caso um CDR é mutado para a construção da biblioteca 
e os clones são selecionados. Em seguida, outro CDR é mutado para a cons- 
trução de outra biblioteca tendo como base as sequências selecionadas da 
primeira biblioteca. O método também pode ser aplicado de forma paralela. 
Bibliotecas com mutações em um dos CDRs são construídas em paralelo 
e, após a seleção dos clones, esses CDRs são combinados para construir o 
melhor anticorpo!”. 


10.7.5 Outras técnicas de display 


Apresentação por leveduras (yeast display) é uma técnica de apresentação 
de moléculas exógenas no receptor de adesão aglutinina-a da superfície de 
leveduras Saccharomyces cerevisiae, com a possibilidade de triar repertó- 
rios de células por citometria de fluxo!?. O receptor de aglutinina-a age 
como molécula de adesão para estabilizar interações celulares e facilitar a 
fusão entre células haploides “a” e a para formar o diploide. Esse receptor é 
formado por duas proteínas Agal e Aga2. Agal é secretada pela célula e se 
liga covalentemente à b-glicana da parede celular. Aga2 se liga à Agal por 
duas pontes de hidrogênio!”. Yeast display é uma ferramenta para aumen- 
tar a afinidade dos ligantes, como os fragmentos scFv e a estabilidade tér- 
mica das proteínas!818º (Figura 10.17). A técnica tem como vantagem a 
caracterização das propriedades de ligação como a afinidade de um clone 
apresentado na superfície da levedura, sem a necessidade de subclonagem, 
expressão e purificação de fragmento scFv!'”. O nível de apresentação na 
célula é variável, e a avidez desse sistema é reduzida pelo grande potencial 
do cell sorting (isolamento de células únicas por citometria de fluxo). As 
células de levedura podem ser isoladas de acordo com o nível de ligação 
ao antígeno e a expressão do anticorpo na superfície celular pela marcação 
das células com antígeno conjugado a um fluoróforo e um reagente para 
identificação antiepítopo!”. O grupo de Boder'*! usou a triagem cinética 
das bibliotecas de yeast display com mutação randômica e isolou mutantes 
scFv de alta afinidade (48 fM). Uma biblioteca de scFv humano não imune 
com mais de 10º clones foi construída!*?, selecionada através de partículas 
magnéticas e, em seguida, isolada por citometria de fluxo, obtendo-se clones 
de afinidade da ordem de nM. As técnicas de phage display e yeast display 
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foram combinadas para a apresentação de fragmento Fab e maturação da 
sua afinidade!*. As técnicas de yeast display e de mammalian cell display 
(apresentação na superfície de células de mamíferos) são sistemas que usam 
células eucarióticas, que oferecem a vantagem de enovelar os anticorpos 
no retículo endoplasmático e apresentar modificações pós-traducionais!*, 
A técnica mammalian cell display foi descrita pela expressão de fragmentos 
scFv selvagem e mutante em células humanas HEK 293T'*, sendo que os 
anticorpos foram ancorados na superfície celular via domínio de transmem- 
brana do receptor PDGFR. Células expressando mutantes foram enriqueci- 
das 240 vezes após um cell sorting com CD22 marcado com fluoresceína. 
Uma biblioteca de anticorpos não imune foi usada nesta técnica, sendo pos- 
sível selecionar fragmento scFv humano para mesotelina!®®. 

Ribosome display foi usado inicialmente para selecionar peptídeos curtos 
de uma biblioteca utilizando o sistema de tradução in vitro da E. coli S30!%, 
O uso dessa técnica para proteínas começou com fragmentos scFv'** (Figura 
10.18). O método foi logo melhorado com modificações do sistema para 
aumentar a eficiência e permitir o enovelamento de scFv durante a tradução 
in vitro!*º. Anticorpos com maturação de afinidade foram selecionados após 
mutação randômica da biblioteca". Em seguida, foram selecionados de biblio- 
teca humana sintética fragmentos scFv que se ligam à insulina com afinidade 
na ordem de pM!?º!. A combinação do ribosome display com outras técnicas 
como phage display foi descrita, sendo que o ribosome display foi usado como 
etapa de maturação da afinidade'?, O uso da técnica de mRNA display é mais 
recente e foi aplicado na seleção de fragmentos scFv para fluoresceína com 
diferentes constantes de dissociação!” e também para fragmentos Fab!*. 


10.7.6 Construção da biblioteca de 
anticorpos murinos - Protocolo 


Amplificação dos genes Fd e cadeia leve (LC) do anticorpo murino 
Materiais 
e Camundongos imunizados 
e Trizol reagent (Life Technologies) 


e Clorofórmio 
¢ Isopropanol 
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Figura 10.17. Esquema da superfície de apresentação por levedura da técnica de yeast display. O receptor de aglutinina a é formado por 
Agal e Aga2. 0 tag hemaglutinina (HA) é fusionado à porção C-terminal de Aga?2, seguido do fragmento scFv antiflvoresceína (FITC) e 
do tag c-myc que foi fundido à porção Cterminal de scFv, permitindo a quantificação da apresentação da fusão pelos 2 tags independente 
da ligação ao antígeno. Segundo Boder e Wittrup"é, com licença de Nature Publishing Group. 
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Figura 10.18 Comparação entre as técnicas de ribosome display e mRNA display. Desenho de L. R. Tsuruta, adaptado de Pluckthun'*. 
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Etanol 75% e 70% 


e Água livre de RNase 


SuperScript III First-Strand Synthesis for RT- PCR (Life Technologies) 
Tag DNA polimerase com tampão de PCR 10x e cloreto de magnésio 
50 mM (Life Technologies) 

dNTP mix 2,5 mM (dATP/dCTP/dGTP/dTTP set 100 mM, Life 
Technologies) 

Tampão de amostra de DNA: azul de bromofenol 0,5%, EDTA 100 
mM (pH 8,0), glicerol 50% 

Agarose (Life Technologies) 

Tampão TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0) 

SYBR® Safe DNA gel stain (Life Technologies) 

Padrão de peso molecular de 100 pb 

Safe Imager™ Blue Light Transilluminator (Life Technologies) 


Procedimento 


1) 


2 


2 


B 


Camundongos Balb/c são previamente imunizados com um antígeno de 
acordo com um esquema de imunização predefinido. O título do anti- 
corpo é verificado após a imunização pela análise do soro dos animais 
imunizados por ensaio de ELISA. Quando é atingido um título adequado, 
os animais são desafiados com o antígeno. Alguns dias depois, são sacri- 
ficados e o baço é isolado. O baço é transferido para um tubo contendo 
de 1 mL a 2 mL de Trizol Reagent (Life Technologies), homogeneizado, e 
o RNA total é extraído conforme manual do fabricante. Na etapa final, 
dissolver o sedimento em água livre de RNase e estocar a -80 °C. 

Fazer uma diluição da alíquota do RNA total para determinar a concen- 
tração pela leitura da absorbância (Abs) a 260 nm (Abs = 1 corresponde 
a 40 ng/pL) em espectrofotômetro. Determinar o grau de pureza do 
RNA através da relação entre as absorbâncias a 260 e 280 nm (Abs260/ 
Abs280), que deve ficar entre 1,6 a 1,9. 

Proceder à síntese de cDNA usando o kit SuperScript III First-Strand 
Synthesis for RT- PCR (Life Technologies) de acordo com manual do 
fabricante. O cDNA de fita simples é estável quando estocado a -20 °C. 
Amplificar os genes Fd e LC usando as combinações de oligonucleotídeos 
conforme o protocolo a seguir: 


2 pL cDNA 
20 pmol oligonucleotideo 5’ 
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20 pmol oligonucleotideo 3’ 

5 pL 10x tampão de PCR 

1,5 pL cloreto de magnésio 50 mM 

4 pL dNTPmix 2,5 mM 

0,25 pL Tag DNA polimerase (SU/pL) 
Adicionar agua para volume final de 50 pL. 


Condições do PCR: 


94 °C por 1 minuto 
40 ciclos de : 
e 94 °C por 1 minuto 
e 57°C por 1 minuto 
e 72°C por 1 minuto 
Seguidos de 72 °C por 5 minutos!?, 
Oligonucleotídeos para a amplificação de Fab!?7!º 


5) Analisar 10 pL de cada amostra, juntamente com tampão de amostra 


de DNA e um padrão de peso molecular, por eletroforese em gel de aga- 
rose 1,5% com tampão TAE e corante SYBR® Safe DNA gel stain (Life 
Technologies). Os produtos de PCR são visualizados no transiluminador 
de luz azul (Safe Imager™ Blue Light Transilluminator — Life Technolo- 
gies) e tem aproximadamente 700 pb. 


6) Juntar os produtos de PCR dos genes Fd e LC em tubos distintos, concen- 


trar as amostras por precipitação com etanol e determinar a concentração 
pela medida da absorbancia a 260 nm (Abs = 1 corresponde a 50 ng/pL). 


Clonagem das cadeias leve e pesada no vetor pComb3X*? 


Materiais 


Vetor fagomídeo pComb3XTT (laboratório do dr. Carlos Barbas) 
Enzimas de restrição Sacl, Xbal, Spel, Xhol e BstNI (New England 
Biolabs) 

Wizard® SV Gel and PCR clean-up system (Promega) 

Quanti-iT™ dsDNA BR Assay (Life Technologies) 

T4 DNA ligase com tampão de DNA ligase 5x (Life Technologies) 
Bactéria E. coli XL1 — Blue eletrocompetente (Stratagene) 
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e Meio SOC: triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 0,05%; KCI 
2,5 mM; MgCl, 10 mM; glicose 20 mM 

e Placas LB com 100 pg/mL de ampicilina 

e Meio de cultura SB: triptona 3%, extrato de levedura 2%, MOPS 1% 
(pH 7) 

¢ Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega) 


Procedimento 


1) Inicialmente, clonar os fragmentos da cadeia leve no vetor pComb3XTT. 
Fazer a dupla digestao de 15 pg do vetor e da cadeia leve com as enzi- 
mas de restrição Sacl (10 U/pg) e Xbal (13U/ng), ambos da New England 
Biolabs, a 37 °C durante uma noite. No dia seguinte, precipitar as amos- 
tras com etanol e ressuspender em 20 pL de água milli-Q autoclavada e 4 
pL de tampão de amostra de DNA. As bandas do vetor e da cadeia leve 
são purificadas do gel de agarose low melting a 1% após eletroforese 
utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega) 
de acordo com o manual do fabricante. Precipitar as amostras purifi- 
cadas com etanol e ressuspender com 10 pL de agua Milli-Q autocla- 
vada. Determinar a concentração das amostras pela leitura no Qubit!'M 
Fluorometer (Life Technologies) usando o kit Quanti-iT™ dsDNA BR 
Assay (Life Technologies). Preparar a reação de ligação (V = 20 pL), incu- 
bando 500 ng de fragmento da cadeia leve e 100 ng de vetor pComb3X 
com 2 U de T4 DNA ligase (Life Technologies) durante uma noite a 23 °C. 
Incluir um controle negativo da reação de ligação sem a adição do inserto. 
Eletroporar um décimo do volume da reação de ligação (2 pL) com 70 pL 
de E. coli XL1-Blue eletrocompetente com o equipamento Multiporator 
(Eppendorf). Adicionar 3 mL de meio SOC e incubar a cultura por uma 
hora a 37 ºC. Plaquear uma alíquota de 100 e 200 pL da cultura em placa 
LB-ágar contendo 100 pg/mL de ampicilina e incubar as placas durante 
a noite a 37 °C. 

Estimar o tamanho da biblioteca de cadeia leve através da contagem do 
número de colônias formadas. Escolher aleatoriamente cerca de 10 colô- 
nias para inocular individualmente em § mL de meio SB contendo ampici- 
lina (100 pg/mL) e incubadas durante uma noite a 37 °C. No dia seguinte, 
centrifugar os inóculos, descartar o sobrenadante e fazer a extração do 
DNA plasmidial com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 
(Promega), conforme instruções do fabricante. Digerir os clones com as 
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enzimas de restrição Sacl e Xbal e submetê-los à eletroforese em gel de 
agarose 1% para verificar a presença do fragmento da cadeia leve. 

4) Ampliar a biblioteca de cadeia leve através da eletroporação de uma alí- 
quota da reação de ligação em E. coli XL1-Blue. Após incubar por uma 
hora a 37 °C, adicionar 20 mL de meio SB com 100 pg/mL de ampicilina 
e incubar a 37 °C durante a noite. Fazer a extração do DNA plasmidial e 
determinar a concentração do DNA pela leitura da absorbância a 260 nm. 

5) Para a construção da biblioteca combinatória de fragmentos Fab, clonar 
o fragmento da cadeia pesada no vetor pComb3X contendo a cadeia leve 
de acordo com descrição dos passos 1, 2 e 3 com algumas modificações. 
Fazer a dupla digestão de 10 pg de cada amostra com as enzimas de 
restrição Spel (3U/pg) e Xhol (6U/ng), ambas da empresa New England 
Biolabs, durante 3 horas a 37 ºC. Na reação de ligação (V = 20 pL) incu- 
bar 300 ng do fragmento da cadeia pesada com 100 ng do vetor com 
2 U de T4 DNA ligase (Life Technologies) durante uma noite a 23 °C. 
Analisar a biblioteca conforme esta descrito nos passos 2 e 3. Confirmar 
a presença de cadeia leve e pesada dos clones selecionados através da 
digestão com enzimas de restrição seguida de eletroforese. Além disso, 
podem ser realizadas análises de genotipagem molecular (fingerprinting) 
pela digestão com a enzima de restrição BstNI (New England Biolabs) e 
sequenciamento de DNA de ambas as cadeias utilizando oligonucleotí- 
deos contendo sequências do peptídeo-sinal de cada cadeia do anticorpo. 


10.8 ANTICORPOS HUMANOS 


A busca de anticorpos humanos, que não obteve sucesso inicial a partir 
da metodologia de hibridomas ou transformação de linfócitos B, encon- 
trou fortes possibilidades mais tarde, pela utilização da mesma metodologia 
de hibridomas, mas utilizando então camundongos transgênicos, e também 
com anticorpos recombinantes obtidos por phage display. Camundongos 
transgênicos, como XenoMouseQ e UltiMab"M, foram obtidos pelo nocaute 
dos genes responsáveis pela síntese de suas próprias imunoglobulinas, com 
substituição por genes contendo o repertório de anticorpos humanos!?220, 
Essa técnica apresenta a vantagem de não haver necessidade de gerar anti- 
corpos monoclonais murinos como material de partida; porém, os camun- 
dongos são imunizados seguindo a metodologia de hibridomas. Através de 
cruzamentos e seleção, linhagens estáveis de camundongos transgênicos 
foram obtidas?!. Os camundongos podem ser imunizados com o antígeno 
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de interesse segundo a metodologia desenvolvida por Kóôhler e Milstein'!!. 
Existem vários anticorpos monoclonais aprovados para uso terapêutico 
(Tabela 10.3) com sequências completamente humanas a partir de camun- 
dongos transgênicos ou de bibliotecas associadas a alguma tecnologia de 
display?'2208, Os anticorpos monoclonais comerciais derivados de tecnolo- 
gia de phage diplay são adalimumab e belimumab. Vários foram gerados 
por camundongos transgênicos: panitumumab, ipilimumab, canakimumab, 
ofatumumab, golimumab, ustekimumab, e denosumumab. Esses anticorpos 
são denominados “completamente humanos” em relação às sequências, 
contudo ainda podem conter modificações pós-traducionais originadas na 
célula hospedeira na qual são sintetizados e que poderiam induzir imunoge- 
nicidade?"*. A célula mais amplamente utilizada para a produção de anticor- 
pos monoclonais terapêuticos é a célula CHO (ovário de hamster chinês), 
sendo que alguns mais antigos são produzidos em células NSO e SP2/0, 
também de origem murina. Estão disponíveis células hospedeiras de origem 
humana, como a HEK293 e a PerC.6, capazes de glicosilar anticorpos em 
forma humana, reduzindo a imunogenicidade associada a esse fator, que 
exerce importantes funções efetoras, principalmente as relacionadas com a 
ligação aos receptores de Fc? 206, 

Outra abordagem para a obtenção de anticorpos humanos foi desenvol- 
vida recentemente, pela captura de linfócitos B de memória através de mar- 
cação com fluoróforo e isolamento de células únicas (cell sorting). Anticor- 
pos HIV neutralizantes foram obtidos e deverão entrar em ensaio clínico?”. 


10.9 ANTICORPOS POLICLONAIS 


Desde o final do século XIX, existe interesse clínico pelas imunoglobuli- 
nas para neutralizar toxinas, sendo plenamente conhecido que o sangue de 
animais hiperimunizados é capaz de produzir anticorpos de alta afinidade. 
Foi Vital Brazil que iniciou a produção de imunoglobulinas terapêuticas no 
Instituto Butantan, em São Paulo, e hoje o Brasil é referência mundial na 
produção de soros antipeçonhentos?'*. A administração passiva de soros ani- 
mais pré-imunizados era a única forma de controle de infecções como tétano, 
difteria, escarlatina, pneumonia pneumocócica e meningites, até a época da 
descoberta dos antibióticos” *, quando seu uso diminuiu. À utilização de 
soroterapia continua sendo realidade para o controle de envenenamento por 
animais peçonhentos e para controle de algumas infecções graves, pela neces- 
sidade de neutralização concomitante de várias ações farmacológicas?””. 
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Passados cinquenta anos do uso de antibióticos, surgiram situações de 
resistência a drogas antimicrobianas, junto com a necessidade de tratamento 
de indivíduos imunocomprometidos. Nessa mesma época, estava disponível 
a possibilidade de gerar anticorpos monoclonais pela metodologia de hibri- 
domas e também tecnologias para a humanização de anticorpos murinos. 
Anticorpos monoclonais oferecem vantagens extremamente úteis, como alta 
especificidade e reprodutibilidade para o controle de doenças como câncer 
e autoimunes, que necessitam de tratamentos longos. Por outro lado, existe 
a necessidade de anticorpos com espectro mais amplo de especificidade e 
modo de ação rápido, características de anticorpos policlonais, para o con- 
trole pontual de potenciais armas biológicas. Através da tecnologia de anti- 
corpos recombinantes, foi iniciada uma nova era para o uso de anticorpos 
policlonais, destinado a essa e outras finalidades!*210, 

A possibilidade de obtenção de anticorpos policlonais com misturas con- 
troladas alivia desvantagens declaradas para esses produtos, como variabili- 
dade de lote a lote, mantendo especificidade, afinidade e ligação a vários epí- 
topos simultaneamente. A identificação de anticorpos de interesse, a partir 
de bibliotecas geradas principalmente por técnicas de display, levou alguns 
grupos a vislumbrarem o uso de misturas desses anticorpos para o uso tera- 
péutico em cancer*!!*!*, Ainda que nao haja aprovação para uso clínico de 
mistura policlonal de anticorpos, alguns estao em fase de ensaio clinico para 
câncer?" e trombocitopenia imune primária?!*. Essa realidade gerou a neces- 
sidade de desenvolver tecnologias tanto para a produção consistente de mis- 
turas equivalentes de anticorpos, obtida pela utilização de transfecção sítio- 
dirigida e inserção de cópia única de sequência de cada anticorpo?”, como 
para o controle de qualidade, pela identificação das misturas que compõem 
anticorpos policlonais?!º. 


10.10 ANTICORPOS TERAPÊUTICOS 


Anticorpos monoclonais podem ser utilizados clinicamente como molécu- 
las únicas (naked antibodies). Alguns se ligam a antígenos que são fatores de 
crescimento celular ou vascular, atuando como interruptores das vias de ati- 
vação intracelular. Outros se ligam a antígenos presentes de forma predomi- 
nante em células tumorais, marcando essas células para ataque pelo sistema 
imune: são os anticorpos com função citotóxica. Anticorpos podem ser con- 
jugados a outros elementos, como radioisótopos e toxinas, sendo conhecidos 
como anticorpos radiomarcados e anticorpos conjugados a drogas (antibody 
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drug conjugates, ADC), respectivamente. Anticorpos são também associados 
a quimioterápicos, numa associação sinergística. Algumas drogas são muito 
tóxicas para ser utilizadas isoladas, e são administradas em associação com 
anticorpos monoclonais, que as carregam ao alvo, evitando um dano sistê- 
mico. Como moléculas bivalentes, anticorpos podem ser manipulados para 
reconhecerem dois alvos simultaneamente, quando um Fab reconhece um 
alvo enquanto o outro Fab reconhece alvo distinto. O anticorpo atua como 
ponte, colocando próximos dois alvos para a obtenção de uma resposta clí- 
nica efetiva?!”. À área de anticorpos conjugados e biespecíficos está em grande 
expansão, e novas possibilidades terapêuticas poderão surgir em breve. 

Anticorpos também possuem a flexibilidade de serem administrados em 
sua forma íntegra, como uma molécula completa de imunoglobulinas, ou 
em seus fragmentos. Enzimas como papaína e pepsina quebram anticor- 
pos em fragmentos, F(ab”), ou Fab, que também podem ser obtidos por 
engenharia de anticorpos. São exemplos de fragmentos Fab aprovados para 
uso humano: CroFab (antídoto para veneno de cobra), DigiBind (controle 
de overdose de digoxina), ReoPro (inibe agregação plaquetária), CEA (para 
imagem de câncer colorretal), nofetumomab (para imagem de câncer de 
pulmão). Vários outros formatos podem ser obtidos por engenharia gené- 
tica, gerando scFvs, dímeros, trímeros etc.?!º As possibilidades tecnologi- 
camente possíveis são muitas. O tempo dirá se terão utilidade clínica, mas 
certamente são de interesse para pesquisa. 


10.11 GERAÇÃO DE LINHAGENS RECOMBINANTES 
E PRODUÇÃO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS 


Sequências gênicas de anticorpos, humanizados, humanos, sintéticos, são 
utilizadas para gerar linhagens recombinantes produtoras dos anticorpos. 
Podem ser utilizados vetores únicos bi ou tricistrônicos, contendo as duas 
cadeias, pesada e leve, ou vetores separados. À transfecção pode gerar célu- 
las com cópias únicas em locais predeterminados (sítio-dirigida) ou, mais 
comumente, gera variabilidade de sequências inseridas em diferentes núme- 
ros de cópias e localizações ao longo do genoma, algumas melhores que as 
outras. À população estável mista produz anticorpos com a mesma espe- 
cificidade, situação muito diferente da população pós-hibridização obtida 
pela tecnologia de hibridomas. A mistura de clones presente na população 
estável mista pode ser utilizada para os ensaios iniciais e precisa ser ade- 
quadamente separada por clonagem por diluição limitante ou por método 
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automatizado*?*! em processo de geração de linhagens. Os clones deposita- 


dos em microplacas de 96 poços precisam ser averiguados pela capacidade 
de crescimento celular e título de anticorpo, através de alguma técnica de 
detecção previamente estabelecida. Usualmente ocorrem passagens subse- 
quentes, para microplacas de 24 e 6 poços, garrafas de cultivo e frascos 
agitados. Em cada uma dessas passagens ocorre seleção progressiva de clo- 
nes. Com a diminuição do número, os sobrenadantes são purificados por 
proteína À e outros ensaios mais sofisticados, incluindo ensaios de função 
efetora, são realizados. Como uma plataforma mínima, devem ser avaliadas 
as características físico-químicas em ensaios de SDS-PAGE reduzido e não 
reduzido, focalização isoelétrica, afinidade, cinética de ligação ao antígeno, 
perfil de carboidratos. Ensaios de função efetora são específicos para cada 
anticorpo, dependendo do alvo e do uso pretendido. Todos os dados coleta- 
dos podem ser utilizados em uma matriz para a seleção dos melhores clones 
(Figura 10.19). 


TRANSFECÇÃO POPULAÇÃO 


expressão transitória antibiótico 





v 


24 poços, 6 poços, SELEÇÃO < CLONAGEM 


placas de 96 poços, 


T-25, frascos 
crescimento diluição limitante 


produtividade automatizado 
caracterização 





purificação 
caracterizaçã 


CLONES ANTICORPOS 


SELECIONADOS MONOCLONAIS 





Figura 10.19 Fluxograma de geração de linhagens celulares produtoras de anticorpos recombinantes. Esquema: À. M. Moro. 


Quando os anticorpos monoclonais foram desenvolvidos, há quarenta 
anos, era usual obter quantidades de anticorpos pela injeção peritoneal dos 
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hibridomas em camundongos para gerar o líquido ascítico rico em anti- 
corpos. Esse método conviveu com os modos de cultivo in vitro e, hoje, 
está praticamente em desuso. Hibridomas são células em suspensão, que 
podem ser cultivadas em garrafas de cultivo, em frascos agitados, spinner ou 
shaker, e em biorreatores. Linhagens recombinantes expressas em mielomas 
também portam características de células em suspensão. As células CHO, 
HEK, PerC.6 são células originalmente aderentes, dependentes de superfície 
para crescimento e meio de cultura complementado com soro fetal bovino 
(fetal calf serum — FCS). Para adequação ao modo de cultivo em biorreato- 
res de tanque agitado e obtenção de melhores produtividades, essas células 
foram adaptadas para cultivo em suspensão em meios de cultura livres de 
soro, adicionados de hidrolisados ou quimicamente definidos. O modo mais 
utilizado para produção comercial de anticorpos monoclonais é o cultivo 
em batelada alimentada (fed-batch) em biorreatores de tanque agitado de 
grande volume”. As tecnologias de expressão e o desenvolvimento de pro- 
cessos de cultivo permitem hoje a obtenção de produtividades elevadas ali- 
viando a necessidade de tanques de maiores volumes. Empresas modernas e 
empresas que estão desenvolvendo biossimilares de anticorpos monoclonais 
fazem uso de biorreatores de uso único (single use), opção que está se tor- 


3 


nando uma tendência??. 
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Anticorpos são utilizados na clínica médica desde o fim do século XIX, 
quando Behringer e Kitasato! administraram um soro antitoxina diftérica, 
salvando um garoto que padecia da doenga. Eles utilizaram soro de animais 
imunizados com a toxina diftérica, criando, assim, a soroterapia. Apesar de 
representar um grande avanço na medicina, a soroterapia sempre esteve vin- 
culada a diversos efeitos colaterais, basicamente associados à natureza hete- 
róloga do soro. À reação do paciente às proteínas estranhas podia ser até 
fatal, e foi caracterizada como a doença do soro. À utilização da soroterapia 
se difundiu, e até hoje ela é utilizada para a neutralização de toxinas, como 
a toxina tetânica e as de peçonhas de vários animais, como as serpentes 
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e artrópodes. A capacidade de salvar vidas neutralizando o veneno con- 
tinua a ser mais relevante do que os efeitos colaterais da soroterapia. No 
entanto, apesar de promissores desde a época de Behringer, que considerava 
os anticorpos como balas mágicas que poderiam ser manipuladas para atin- 
gir alvos específicos, os anticorpos só se tornaram relevantes na medicina 
com o advento dos anticorpos monoclonais, na década de 1970, e mais tarde 
pela manipulação genética desses anticorpos, criando novos medicamentos 
muito mais seguros e específicos, assim como Behringer sonhava. Neste capí- 
tulo, vamos discutir como produzir anticorpos de nova geração, anticorpos 
recombinantes, obtidos pela engenharia genética, a nova geração de biofár- 
macos que vem revolucionando a medicina. 


11.2 HISTÓRICO: A TECNOLOGIA DE HIBRIDOMAS 
E OS ANTICORPOS MONOCLONAIS 


O sistema imunológico dos vertebrados é um sistema responsável pela 
homeostase dos indivíduos. À resposta imune é por sua natureza policlonal, 
o que significa que a resposta imune tanto celular como humoral gera dife- 
rentes clones de linfócitos T e B, respectivamente, capazes de reconhecerem 
um dado antígeno. Assim, falando especificamente de anticorpos, um soro 
antiofídico, por exemplo, constitui-se de um conjunto de anticorpos capa- 
zes de reconhecer diferentes componentes dessa peçonha. Mesmo quando 
esse antígeno é menos complexo, como, por exemplo, o toxoide tetânico 
(uma única proteína), é gerado mais de um clone capaz de reconhecê-la. 
Tendo isso em mente, a grande descoberta que possibilitou a utilização tera- 
pêutica dos anticorpos como biofármacos mais específicos se deu a partir 
do estabelecimento da tecnologia de hibridomas. Em 1975, dois cientistas 
publicaram na revista Nature o artigo intitulado “Continuous cultures of 
fused cells secreting antibody of predefined specificity”*, no qual descre- 
viam a técnica para se obter clones imortais de células hibridas produto- 
ras de anticorpos. Cada clone produzia um único tipo de anticorpo com 
uma dada especificidade, um anticorpo monoclonal. Esse trabalho rendeu a 
César Milstein e George Kéhler o prêmio Nobel de Medicina em 1984, em 
associação a Niels Kaj Jerne, que foi agraciado devido às suas contribuições 
para a área de imunologia. 

Com o advento da tecnologia de hibridomas, mais uma vez o conceito de 
“bala mágica” ressurgiu. Diversos experimentos utilizando protocolos 
de imunização de camundongos com diferentes antígenos foram realizados, 
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e esta se tornou, hoje em dia, uma metodologia rotineira em diferentes labo- 
ratórios de pesquisa. Considerando que passou a ser possível gerar molé- 
culas com uma única especificidade a um dado antígeno, acreditava-se que 
também seria possível a criação de uma nova geração de biofármacos, bas- 
tando para isso ter o alvo. No entanto, essa previsão ainda esbarrava no 
caráter heterólogo da molécula de anticorpo gerada. Apesar de monoespe- 
cíficos, os anticorpos monoclonais eram de origem murina, sendo produzi- 
dos a partir de clones derivados de esplenócitos de camundongos. Portanto, 
quando administrados em pacientes humanos, geravam ainda os efeitos do 
soro policlonal: a doença do soro, ou a chamada resposta Human Anti- 
Mouse Antibodies (HAMA). Isso significava que, além dos efeitos adversos 
já relatados para o caso da soroterapia, o desenvolvimento desses anticor- 
pos no paciente ainda tinha como consequência a progressiva neutralização 
do anticorpo monoclonal administrado, resultando em perda de função. O 
fato é que o primeiro anticorpo monoclonal obteve a sua aprovação como 
fármaco em 1985, exatos dez anos após o desenvolvimento da técnica de 
anticorpos. Esse fármaco era o Orthoclone, anticorpo monoclonal anti-CD3 
humano (cujo nome oficial é muromonabe-CD3), produzido pela Centocor 
Ortho Biotech Products, L.P.º Esse anticorpo, utilizado até recentemente na 
prevenção de rejeição aguda a transplantes renais, cardíacos e hepáticos, 
tem sua administração limitada a um curto período de tempo, e em sua bula 
constam vários avisos de precauções quanto à síndrome de produção exa- 
cerbada de citocinas (cytokine storm). Ele consegue prevenir esses eventos de 
rejeição pois depleta linfócitos T (CD4+ e CD8+) dos pacientes, diminuindo 
a resposta ao enxerto, mas também causando uma imunossupressão. 
Mesmo com os gargalos mencionados, sabemos hoje que os anticorpos 
monoclonais são uma realidade na utilização terapêutica. De fato, o traba- 
lho de César Milstein e George Köhler? estabeleceu a base para a obtenção 
de clones produtores de anticorpos monoclonais, tendo sido, portanto, fun- 
damental para o estado atual da utilização dessas moléculas. No entanto, o 
estabelecimento e a difusão do uso de anticorpos como biofármacos se deu 
fundamentalmente com o advento da tecnologia do DNA recombinante e 
dos conhecimentos de genômica, que possibilitaram a obtenção, clonagem 
e manipulação dos genes codificadores de imunoglobulinas de uma maneira 
geral, e especificamente dos anticorpos monoclonais com potencial terapêu- 
tico. Em especial, merecem destaque as técnicas de humanização de anti- 
corpos e as de obtenção de anticorpos monoclonais humanos, bem como 


* Para maiores informações, ver o site <http://www.drugs.com>. 
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os sistemas de expressão heterólogos desses genes, que serão abordadas nas 
seções seguintes. 


11.3 ORGANIZAÇÃO DOS GENES DE IMUNOGLOBULINA: 
VARIABILIDADE E A GERAÇÃO DA DIVERSIDADE 


Durante a ontogenia do linfócito B na medula óssea, ocorre o processo 
que gera a grande diversidade dos anticorpos. Esse processo, denominado 
de rearranjo gênico, ocorre em nível cromossomal, em etapas hoje bem defi- 
nidas, e resulta, no final, na expressão na membrana plasmática do linfócito 
B maduro, mas naive (isto é, capaz de reconhecer um antígeno, mas ainda 
não ativado), de um receptor, chamado de B Cell Receptor (BCR). O BCR 
nada mais é do que uma IgM de membrana que já apresenta a sua espe- 
cificidade de reconhecimento montada. Quando esta célula madura migra 
para os órgãos linfoides secundários (baço e linfonodos), pode encontrar o 
antígeno que será reconhecido pelo BCR, iniciando o processo de ativação 
da célula B que resulta na secreção de anticorpos e na diferenciação dessas 
células em plasmócitos. No caso de antígenos T dependentes (proteicos), 
essa ativação pode ainda levar à geração de maior variabilidade no BCR, 
por meio de um processo denominado hipermutação somática; à mudança 
de classe (isto é, o linfócito pode mudar o seu receptor de IgM para IgG, 
IgA ou IgE); à geração de plasmócitos de longa duração (que migram de 
volta para a medula óssea e secretam esses anticorpos por um longo tempo); 
e ao desenvolvimento de células B de memória que carregam o novo BCR 
(hipermutado e de classe distinta) em sua superfície. Esses anticorpos hiper- 
mutados são aqueles que se ligam ao antígeno com alta afinidade e, por- 
tanto, são os seus genes que devem ser clonados, expressos e até modificados 
com fins terapêuticos. Assim, é fundamental uma breve explicação sobre a 
organização dos genes codificadores dos anticorpos e sobre a forma como 
os mesmos se rearranjam, para a compreensão da estrutura da molécula de 
anticorpo e também dos métodos de clonagem e expressão utilizados. 

Os anticorpos surgiram na evolução há cerca de 500 milhões de anos, 
com o aparecimento dos peixes cartilaginosos. Desde então, todos os ver- 
tebrados apresentam esses genes em seu genoma, bem como aqueles que 
codificam a maquinaria enzimática associada à recombinação, mudança de 
isotipo e de hipermutação somática”. Neste capitulo, restringiremos a nossa 
descrição à organização gênica e geração de variabilidade de anticorpos de 
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mamíferos, em especial de camundongos e humanos, já que estes são os tipos 
de anticorpos mais visados como biofármacos. 

Os três loci que codificam as cadeias de imunoglobulinas (um para a cadeia 
pesada e dois para a leve) são distribuídos em três pares de alelos murinos. A 
organização do locus da cadeia pesada em sua configuração pré-rearranjada e 
o rearranjo são mostrados na Figura 11.1. Brevemente, a recombinação gênica 
acontece de forma a juntar segmentos gênicos V,, D e J,, (para a cadeia pesada) 
eV,eJ, para a cadeia leve. Nesse processo, o alelo rearranjado perde DNA, e 
nas junções ocorrem ainda inserções e retiradas de nucleotídeos. O processo de 
rearranjo é o grande responsável pela variabilidade dos receptores de célula B. 
A junção do exon VDJ com as cadeias constantes ocorre por processamento do 
pré-mRNA (splicing), tanto para a formação do receptor quanto na mudança 
inicial de isotipo (IgM e IgD, ambas presentes na superfície do linfócito B naïve). 
Durante a seleção clonal, nos órgãos linfoides secundários, mais variabilidade é 
gerada pelo processo de hipermutação somática, que ocorre nas regiões variáveis 
das imunoglobulinas, posterior ao reconhecimento antigênico?. Para a mudança 
de classe, novo evento de recombinação gênica ocorre com perda definitiva de 
DNA codificador dos genes das regiões constantes p e ô (de IgM e IgD). 
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Figura 11.1 Representação esquemática do rearranjo gênico, que resulta na formação de genes de cadeias leves e pesadas de imu- 
noglobulinas. Cada domínio variável pesado, o mais aminoterminal é constituído pela junção inicial de um segmento D a um JH, e em 
seguida ocorre a junção do segmento VH ao DJH jd rearranjado. Para a formação do domínio variável leve, há um evento de recombina- 
ção unindo um segmento gênico VL a um dos cerca de seis JL disponíveis. 
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A diversidade de segmentos gênicos que compõem os loci de imunoglo- 
bulinas foi gerada, ao longo da evolução, por meio de duplicação gênica e 
posterior mutação. Assim, mesmo codificando diferentes domínios variáveis, 
os segmentos gênicos guardam certa homologia entre si, possibilitando a 
amplificação de todo o repertório murino por reação em cadeia da polime- 
rase (PCR) a partir de cerca de uma dezena de pares de iniciadores’. 

Os segmentos génicos V,, murinos são divididos em três subgrupos (ou 
clãs), baseando-se na homologia da sequência de aminoácidos por eles codi- 
ficados. Os subgrupos são subdivididos em quatorze famílias de acordo com 
a composição de nucleotídeos e com a análise de homologia com os segmen- 
tos V,, humanos. Os subgrupos ou clas murinos I, II e III são relacionados 
aos clãs humanos II, I e III, respectivamente‘. 

O mapeamento do locus de cadeia pesada humana mostra que a cada 10 
kb a 20 kb encontra-se um único segmento V; assim, diferentes padrões de 
restrição evidenciam diferentes números de segmentos para cada família. 
Vale ressaltar que cada região V individual apresenta, além do segmento 
codificador em si, promotor, introns que apresentam sequências sinalizado- 
ras de recombinação (RSS) e sequência líder que codifica o peptídeo-sinal, 
dirigindo a síntese da cadeia pesada para o compartimento do retículo endo- 
plasmático e, consequentemente, para secreção”. 

Diferentemente do locus humano, onde há uma mistura, os segmentos 
murinos de uma mesma família majoritariamente se localizam no cromos- 
soma na forma de grupos de genes (cluster). Um ou outro segmento se inter- 
cala nos clusters de outras famílias. Estudos apontam que a posição relativa 
das famílias no cromossoma influencia na sua utilização em rearranjos. Ape- 
sar de existirem anticorpos isolados e caracterizados das diversas famílias 
murinas, esse número não é semelhante para todos. As diferenças no número 
de sequências depositadas em banco de dados certamente refletem a utiliza- 
ção preferencial de algumas famílias em detrimento de outras e também do 
número de genes germinais (um a cem) que cada família apresenta”. 

Os segmentos D e J, localizam-se posteriormente aos segmentos V,, e 
a aproximadamente 7 kb do gene constante |, no cromossoma 12 murino. 
Camundongos apresentam quatro segmentos J, e algumas dezenas de segmen- 
tos D. Devido aos processos de recombinação que, por vezes, reúnem inclu- 
sive dois ou três segmentos D ou ainda segmentos D invertidos”, normalmente 
é difícil caracterizar o segmento D utilizado por um determinado anticorpo. 

A cadeia leve de um anticorpo murino é codificada por um dos dois loci 
existentes x ou À, sendo o locus x localizado no cromossomo 6 e o À no cro- 
mossoma 16. O exon V,J, da cadeia leve (que não possui segmentos génicos 
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D) também é formado por eventos de rearranjo. Existem diferenças entre as 
espécies na utilização dos dois tipos de cadeia leve. Enquanto em humanos 
aparentemente não se observa qualquer preferência, os camundongos apre- 
sentam 97% de suas cadeias leves do tipo x”. Como o repertório de cadeias 
pesadas é maior do que o de leves, muitos estudos apontam para uma domi- 
nância das primeiras em relação às últimas quanto ao reconhecimento anti- 
gênico!!!, que são também as mais diversa, devido principalmente à pre- 
sença dos segmentos gênicos D. No entanto, esses mesmos trabalhos e outros 
mostram que a cadeia leve participa da atividade ligante, sendo associada 
a essa cadeia papel importante na montagem do receptor de célula B'? e na 
modulação da ligação ao antígeno!*!4. 


11.4 ESTRUTURA DE IMUNOGLOBULINAS 


As imunoglobulinas são proteínas multidomínios baseadas num desenho 
estrutural típico, conhecido como dobramento de imunoglobulina (Figura 
11.2). Trata-se de um arranjo estrutural que apareceu com os metazoários 
e é recorrente em inúmeras proteínas modernas envolvidas em reconheci- 
mento celular. Um domínio tipo dobra de imunoglobulina está normalmente 
associado a um segundo domínio homólogo por meio de uma extensa super- 
fície de interface, tornando-os domínios diméricos. Uma imunoglobulina do 
tipo G, a mais comum, tem dezesseis desses domínios, quatro na cadeia 
pesada (heavy — H) e dois na cadeia leve (light — L), formando uma estrutura 
oligomérica H L,. Cada cadeia pesada possui quatro desses domínios, sendo 
que o primeiro deles, o mais aminoterminal, é diferenciado e polimórfico, 
conhecido como domínio variável. Cada cadeia pesada possui quatro desses 
domínios sendo que o primeiro deles, o mais amino terminal, é diferenciado 
e polimórfico, conhecido como domínio variável, V,, para o dominio varia- 
vel da cadeia pesada e V, para aquele da cadeia leve. Estruturalmente, os 
domínios variáveis possuem um par de fitas beta adicional, que distorce o 
desenho convencional da dobra da imunoglobulina colocando toda a super- 
fície que seria externa para dentro, e vice-versa. Juntos, os dois domínios 
variáveis formam um grande núcleo hidrofóbico, criando uma fenda ou 
sulco ladeados por fitas B, o sítio ligante ao antígeno, ou paratopo. 

As extremidades aminoterminais das cadeias L e H contêm domínios 
variáveis que formam uma estrutura heterodimérica responsável por abrigar 
o paratopo. À partir do eixo imaginário do cilindro formado pelo barril 
beta resultante da interface V,-V,, temos o núcleo hidrofóbico flanqueado 
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Figura 11.2 Dobramento de imunoglobulina. Cada dominio de imunoglobulina apresenta sete folhas beta antiparalelas. O esquema em 
questão mostra a fita C” extra encontrada nos domínios variáveis leve e pesado. Estão mostradas as voltas (loops), que correspondem 
à quase totalidade das CDR. Além disso, cada um desses domínios apresenta uma ponte dissulfeto intracadeia. 


por fitas beta antiparalelas dispostas paralelamente ao eixo do dímero e 
conectadas por meio de loops, que se projetam na porção mais terminal 
da molécula, formando as paredes do paratopo, como numa praça mística, 
por exemplo Stonehenge em Wiltshire, Inglaterra. Esses loops que se proje- 
tam no paratopo, três em cada domínio variável, correlacionam-se com as 
três regiões experimentalmente mostradas como hipervariáveis, as regiões 
determinantes de complementaridade, ou CDR. Seis loops hipervariaveis cir- 
cundando um bolsão hidrofóbico caracterizam o sítio ligante ao antígeno, 
o paratopo. 

O paratopo formado pela associação de V, e V, deve seu polimorfismo a 
três fatores. O primeiro é a escolha de um único fragmento de gene variável 
pela maquinaria de recombinação VDJ. O número de sequências variáveis 
é muito grande. Em camundongos temos pelo menos 144 genes variáveis 
pesados e 92 genes variáveis leve tipo x e 3 leves do tipo À. Duas das regiões 
determinantes de complementaridade (CDR1 e CDR2) estão dentro desses 
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genes variáveis, ou seja, são oriundas da variabilidade evolutiva. Elas repre- 
sentam as regiões hipervariáveis quando comparadas diferentes sequências 
germinais. Como vimos acima, essas regiões estão associadas aos loops que 
flanqueiam o paratopo, de forma que impactam diretamente no formato e 
especificidade do anticorpo. O segundo fator determinante advém direta- 
mente da recombinação VD]: é a formação da junção do gene variável com 
o fragmento gênico Deo J,. O fragmento J, garante a formação da região 
de arcabouço 4 (ou framework 4 — FRW4), a última fita beta que conecta 
o domínio variável ao primeiro domínio constante. À junção desses três 
fragmentos gênicos cria a terceira e mais hipervariável região determinante 
de complementaridade, a HCDR3. No caso da cadeia leve, a ausência de 
um segmento D reduz a variabilidade do LCDR3, tornando o HCDR3 o 
sítio mais polimórfico dessas moléculas. A combinação das duas cadeias 
rearranjadas, leve e pesada, forma assim um paratopo único, um idiotipo, 
ou identidade de um clone de linfócito B. O terceiro fator de variabilidade 
ocorre tardiamente na vida do linfócito, quando ele migra para um centro 
germinal e sofre hipermutação somática, um processo de maturação de afini- 
dade baseado em uma competição pelo antígeno!*. À hipermutação somática 
transforma um anticorpo de baixa afinidade em anticorpos de alta afinidade 
pelo antígeno mediante a introdução de mutações pontuais em V, e V, 
Um anticorpo de alta afinidade normalmente passou por um processo de 
hipermutação somática, com a introdução de poucas mutações que alteram 
a cinética e a termodinâmica da formação do complexo antígeno anticorpo. 


11.5 ANTICORPO, UMA MOLÉCULA MODULAR 


O V, e o primeiro dominio pesado (C,,1) formam uma interface contígua 
com a cadeia leve, que é composta por dois domínios apenas, o V, e o C, 
(domínio constante leve). Essa porção da molécula é relativamente autô- 
noma e estável, sendo obtida facilmente por digestão enzimática de qualquer 
dos tipos de imunoglobulina, IgA, IgG, IgM, IgE e IgD. Essa porção da molé- 
cula é funcionalmente conhecida como fração ou fragmento ligante ao antí- 
geno (Fab) e é estável. Quando isolado, o Fab se liga ao antígeno de forma 
monovalente. Cada molécula de IgG possui dois Fabs conectados a uma 
porção constante, o fragmento cristalizável (Fc), composta pelos dois outros 
domínios constantes pesados dois e três (C2, C43), localizados na extre- 
midade carboxiterminal da molécula, na forma de homodímeros (Figura 
11.3). O Fc tem uma função adaptadora, associando o Fab polimórfico a um 


444 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


domínio constante, que é reconhecido pelo sistema imune por uma coleção 
de receptores celulares presentes em células efetoras do sistema imune, como 
por exemplo macrófagos, mastócitos, basófilos e eosinófilos além de fatores 
solúveis, como o complemento. 

Os Fabs se ligam ao Fe por meio de uma região flexível (dobradiça ou 
hinge, em inglês). Isso cria certa independência do Fab em relação ao Fc. Essa 
maior ou menor flexibilidade implica a diferença na capacidade de reconhe- 
cimento de epítopos próximos espacialmente, como antígenos de membrana 
e antígenos virais. O hinge permite uma flexibilidade e uma independência 
estrutural entre o Fab e o Fc. Nos poucos modelos de imunoglobulina com- 
pleta conhecidos, a molécula se apresenta na forma de T. Nesses modelos, 
a região do hinge aparece exposta ao solvente na forma de random coil, 
sugerindo uma grande flexibilidade que dita uma estrutura Fab,-Fc com três 
módulos independentes. Essa independência não é absoluta, pois se sabe que 
alguns receptores de Fc só se ligam a moléculas de anticorpos associados 
ao antígeno. 

Utilizando-se técnicas de manipulação de DNA, é possível construir molé- 
culas inovadoras contento o paratopo do anticorpo monoclonal dentro de 
uma estrutura de imunoglobulina humana. Trata-se da engenharia de anti- 
corpos. Os anticorpos recombinantes são produzidos normalmente em cul- 
tura de células animais transfectadas com um gene sintético codificador do 
anticorpo, em um vetor de expressão (ver mais detalhes na Seção “Sistemas 
de expressão de anticorpos”). Nesse modo de produção, a estrutura do anti- 
corpo pode ser alterada geneticamente para reduzir sua antigenicidade e 
melhorar as propriedades da porção Fc. À porção constante do anticorpo 
baseada em sequências humanas é, normalmente, fixa no vetor, e prati- 
camente todos os anticorpos no mercado são do isotipo humano IgG1/x, 
mesmo que outras opções de Fc também sejam exploradas, como a IgG4 e a 
IgA. Definido o isotipo, é trabalhada a atividade efetora dos anticorpos. A 
porção Fc participa diretamente de uma série de respostas biológicas, entre 
elas a opsonização por fagócitos do patógeno associado ao anticorpo. Além 
disso, temos a citotoxidade associada a anticorpos (Antibody Dependent 
Cellular Cytotoxicity —- ADCC), que é induzida por linfócitos que reconhe- 
cem o anticorpo por meio de receptores específicos, os receptores de Fc (Fc 
receptors — FcR), e citotoxidade dependente de complemento (CDC), que 
depende da ligação do Fc ao fator Clq da cascada do complemento. Em 
determinadas situações é importante termos um Fc que induza fortemente 
o ADCC e/ou o CDC, como no caso de anticorpos dirigidos contra células 
hiperplásicas para combate ao câncer, mas em outras situações o anticorpo 
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não deve induzir resposta celular associada, quando se pretende, por exem- 
plo, apenas neutralizar um fator de crescimento ou uma citocina. Portanto, 
com o redesenho do Fc por engenharia de anticorpos, podem-se criar molé- 
culas mais elaboradas e específicas em seu modo de atuação. 

Praticamente todo o mercado farmacêutico está dominado pelos anticor- 
pos intactos na configuração H,L,. No entanto, cada vez mais são propostos 
formatos mais compactos e especializados para uma determinada atividade. 
Anticorpos intactos são funcionais, principalmente quando a atividade efe- 
tora é fundamental para a atividade biológica, como o Rituximabe, que 
destrói eficientemente células CD20+. Sua incrível eficiência farmacológica 
se dá por uma forte atividade indutora de ADCC e CDC, que redundam 
na eficiente redução de linfomas causados pela proliferação de linfócitos B 
CD20+. No entanto, em outras situações, como no caso do Infliximabe (ou 
Remicade), a capacidade única de neutralizar o fator de necrose tumoral 
(TNF) é suficiente para o sucesso deste anticorpo no tratamento de doenças 
autoimunes, como artrite reumatoide e doença de Crohn. Nesse caso, outros 
formatos como o Fab podem ser considerados. 

Atualmente, uma grande diversidade de formatos foi proposta (Figura 
11.3). Alguns desses formatos trabalham a valência do anticorpo, a capaci- 
dade de neutralização, e muitos deles propõem anticorpos híbridos, capazes de 
ligar a dois antígenos ao mesmo tempo, uma abordagem interessante se houver 
interesse de aproximar tipos celulares diferentes. O formato mais simples é o 
Fv de cadeia unica, ou scFv (single chain Fv), no qual apenas os dominios V,, 
e V, são produzidos na forma de uma única cadeia de proteína. Em uma única 
cadeia polipeptídica se encontram os dois domínios fusionados por meio de 
um peptídeo conector (linker) de quinze resíduos de aminoácidos, que garante 
a flexibilidade necessária para ambas as cadeias se dobrarem e formarem o 
heterodímero e, assim, resgatar o paratopo. Esse desenho básico do scFv foi 
utilizado por diversos grupos que propuseram uma diversidade de combina- 
ções e formatos de fragmentos recombinantes de anticorpos, como pode ser 
visto na Figura 11.38, 

Um formato derivado do scFv ganha destaque por conter um Fc intacto. 
O FyvFc (também chamado por alguns autores de scFvFc, de minibodies ou 
de compact antibobies) é também uma construção monocistrônica com uma 
única cadeia polipetídica contendo o um scFv fusionado à região de dobra- 
diça e aos domínios constantes C,,2 e C,,3'%!**!, Essa cadeia única pode se 
dobrar recriando o Fv, que fica conectado via hinge a um Fe homodimérico 
com as atividades efetoras preservadas. Apesar de ser menor que uma IgG 
e monocistrônica, o Fc reconstituído preserva a capacidade de dimerização 
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Figura 11.3 Esquematização de uma molécula de anticorpo e seus fragmentos. O caráter modular da molécula de anticorpo pode ser 
notada na representação esquemática da molécula inteira, na qual estão ressaltados os fragmentos Fab e Fc. Por engenharia genética, 
é possível ainda obter os fragmentos FvFc'é; Fab” e scFv'?. 


dependente das cisteínas do hinge e a capacidade efetora. Pela facilidade 
de produção e por conseguir reproduzir a atividade ligante e a efetora de 
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imunoglobulinas, o formato de FvFc tem um futuro promissor na indústria 
de biofármacos inovadores. 


11.6 ANTICORPOS RECOMBINANTES E A 
TECNOLOGIA DE HUMANIZAÇÃO 


Os anticorpos gerados pela tecnologia do hibridoma são murinos e pos- 
suem todas as cadeias com sequências peptídicas de camundongos. Como 
já foi dito anteriormente, esses anticorpos desencadeiam uma resposta imu- 
nológica conhecida como Human Anti-Mouse Antibodies (HAMA), que 
gera diversos efeitos colaterais para o paciente??. Entre 1997 e 2012 foram 
registrados 189 relatos de eventos adversos sérios, em que o OKT3 (muro- 
monab-CD3) foi identificado como suspeito primário. Os efeitos relatados 
foram pirexia (estado febril, na maioria dos casos), dor de cabeça, convul- 
são e vômito. Em 2010, o OKT3 foi substituído por outros tratamentos 
similares e com menos efeitos colaterais. Com o advento da tecnologia do 
DNA recombinante, tornou-se possível a síntese de anticorpos por meio 
de recombinação gênica in vitro. Manipulando os genes codificadores para 
cada uma das cadeias do anticorpo, é possível alterar a estrutura e a função, 
e, inclusive, incluir um caráter humano no anticorpo murino. Essa técnica 
ficou conhecida como tecnologia de humanização de anticorpos. 

As primeiras tentativas de minimizar o potencial imunogênico de anticor- 
pos murinos resultaram na construção de um anticorpo humano contendo 
somente as regiões variáveis (Fv) murinas. As regiões constantes desse anti- 
corpo eram humanas, e por esse motivo ele ficou conhecido como anticorpo 
quimérico?. Embora anticorpos quiméricos sejam menos imunogênicos que 
os murinos, os efeitos colaterais provocados pela resposta Human Anti- 
Chimeric Antibodies (HACA, similares aos HAMA) ainda foram observados. 

No intuito de diminuir essas respostas, foram desenvolvidas técnicas que 
visavam gerar anticorpos praticamente humanos. Esses anticorpos, conheci- 
dos como humanizados, possuem apenas as regiões CDR murinas. Todos os 
domínios leves e pesados de anticorpos humanizados são humanos?. Essa 
tecnologia está sendo utilizada para diferentes anticorpos com importância 
terapêutica, por diversos grupos no mundo inteiro, no intuito de minimizar 
os efeitos colaterais promovidos pelo uso de anticorpos murinos ou quimé- 
ricos na clínica. O principal objetivo dessa tecnologia é manter a afinidade 
original do anticorpo a ser manipulado, diminuindo a sua imunogenicidade. 
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Para a construção de um anticorpo totalmente humanizado, uma porção 
constante é fusionada a uma Fv desenhada de forma que sua sequência seja a 
mais próxima possível de uma Fv de anticorpo humano. Nesse caso, os domí- 
nios variáveis das cadeias, leve e pesada, são redesenhados, tomando por base 
regiões variáveis, leve e pesada de imunoglobulina humana homóloga à imu- 
noglobulina de camundongo. Uma Fv humanizada, com atividade preservada, 
é conseguida pelo transplante das CDR do anticorpo murino para o anticorpo 
humano, obtendo-se, assim, uma molécula humanizada que preserva a capa- 
cidade de interação com o antígeno?. A Figura 11.4 ilustra as etapas para a 
humanização de anticorpos. As sequências codificadoras das cadeias leve e 
pesada do anticorpo monoclonal murino são obtidas a partir de um hibridoma 
produtor do anticorpo monoclonal de interesse (ver o passo a passo). Essas 
sequências são comparadas com sequências germinais humanas utilizando-se o 
programa Fasta. É fundamental a identificação das CDR em ambas as sequên- 
cias. De posse desses dados, se desenha um novo gene codificador para cada um 
dos domínios variáveis. Nesta proposta, as regiões de arcabouço (framework 1, 
2,3 e 4) são idênticas àquelas humanas, enquanto as CDR são idênticas às do 
anticorpo monoclonal murino. Antes da síntese dos genes humanizados é ainda 
aconselhável realizar análises estruturais por meio de modelagem molecular. 
Essa análise é realizada com o intuito de se verificar eventuais impedimentos 
espaciais na montagem do paratopo e até no estabelecimento do par V,-V, por 
resíduos de aminoácidos localizados fora das CDR. Essa sequência proposta 
é retrotraduzida, e o gene obtido é sintetizado quimicamente. Os novos genes 
são clonados em vetor de expressão apropriado e expressos em sistema heteró- 
logo (ver Seção “Sistemas de expressão de anticorpos”). 

Uma etapa importante na técnica de humanização consiste na localiza- 
ção das CDR dos domínios variáveis leve e pesado nas sequências obtidas 
a partir dos fragmentos de PCR gerados pela transcrição reversa do mRNA 
extraído do hibridoma. Apesar de variáveis, esses domínios guardam algu- 
mas características conservadas em suas sequências que permitem a localiza- 
ção dessas regiões hipervariáveis. As figuras 11.5 e 11.6 mostram o alinha- 
mento de sequências germinais codificadoras de domínios variáveis pesados 
e leves murinos e a localização das CDR 1, 2 e 3. Essas características podem 
ser consideradas “assinaturas de imunoglobulinas”. 

As assinaturas de imunoglobulinas podem ser utilizadas para delimitar as 
CDR, tanto nos dominios V,,, quanto nos dominios V,. A Figura 11.5 mos- 
tra o alinhamento de diversas sequências germinais representando cada uma 
das famílias de V, de camundongo. À partir desse alinhamento é possível 
mostrar a conservação na estrutura primária nesse domínio. À linha Cons, 
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Figura 11.4 Esquema para humanização de anticorpos. 


mostra os resíduos conservados utilizados para definir as CDR, isto é as 
assinaturas de imunoglobulinas. As sequências em caixa baixa representam 
sequências pouco conservadas. O início da CDR1 é flanqueado por uma 
Cisteina (C) seguida de três resíduos quaisquer (C-X-X-X); e o seu final é 
marcado pela presença de um Triptofano (W), seguido de Valina (V), Iso- 
leucina (I) ou Alanina (A) (W-V/I/A). Existem duas definições mais usuais 
de CDR aceitas, aquela definida por Kabat, em estudos baseados na varia- 
bilidade de resíduos em cada posição dos domínios variáveis e a de Chotia, 
que leva ainda em consideração a estrutura secundária desses polipetídeos. 
A CDRI1 conforme definido por Kabat é menor, e começa 5 resíduos depois 
da definição de Chothia. A CDR2 está a 15 resíduos da CDR1 e é precedida 
de variações da sequência LEWIG (leucina-glutamato-triptofano-isoleucina- 
glicina). No final da CDR2 ocorre sempre (K/R-L/I/V/F-T/S/I/A), isto é: uma 
lisina (K) ou uma arginina (R), seguido por um dos quatro resíduos: L, I, V 
ou F (leucina, isoleucina, valina ou fenilalanina), e na terceira posição T, S, 
I ou A (treonina, serina, isoleucina ou alanina). Pela definição de Chothia, 
a CDR2 tem 7 resíduos a menos. A CDR3 é sempre precedida pelo segundo 
resíduo de Cisteína (C) presente na sequencia primária do domínio VH e 
um dipeptídeo, sendo AR relativamente conservado, mas outras variações 
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são possíveis. A CDR3 apresenta um tamanho bastante variável entre 3 a 25 
resíduos principalmente devido à presença do segmento gênico D. Após A 
CDR3 sempre aparece um WGXG, codificado pelo segmento gênico J,. As 
definições acima valem para anticorpos murinos e humanos. 
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Figura 11.5 Determinação das CDR em sequéncias de VH (baseado em <http://www.bioinf.org.uk/abs/>). 


Diversas sequências germinais de Vx de camundongo estão alinhadas na 
Figura 11.6 para mostrar a conservação na estrutura primária nesse domí- 
nio. Esse alinhamento mostra a conservação existente na estrutura primária 
nesse domínio. Os resíduos que definem as assinaturas do domínio variável 
leve são mostrados na linha Cons. São esses resíduos aqueles utilizados para 
definir as CDR, À CDRI se inicia a partir da primeira cisteína (C) e termina 
quando surge um triptofano (W), que é seguido de YQ, LQ, FQ ou FL. A 
CDR2 é sempre precedida por um dos quatro dipeptídeos IY, VY, IK ou IF, 
e possui sempre sete resíduos, seguidos por um resíduo de glicina (G). A 
CDR3 é sempre precedida pelo segundo resíduo de cisteína (C) e segue com 
um tamanho varável até a sequência conservada FGXG, codificado pelo seg- 
mento génico Jk, que marca o fim desta região. As definições acima valem 
tanto para anticorpos murinos quanto para humanos. 

Pouco a pouco, os anticorpos murinos ou quiméricos utilizados na clínica 
foram substituídos por suas versões humanizadas. A vantagem da humaniza- 
ção é a preservação da capacidade ligante do anticorpo murino, diminuindo 
sua imunogenicidade. Um dos primeiros anticorpos humanizados aprova- 
dos para utilização terapêutica foi o Zenapax (Daclizumabe). Aprovado em 
1998, foi comercializado pela Roche até 2009, quando foi descontinuado 
completamente. Esse anticorpo era indicado para a prevenção de processos de 


* Baseado em: <http://www.bioinf.org.uk/abs/>. 
** Baseado em: <http://www.bioinf.org.uk/abs/>. 
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Figura 11.6 Determinação dos CDR em sequências de VL tipo x (baseado em <http: //www.bioinf.org.uk /abs/>). 


rejeição aguda de órgãos transplantados, esclerose múltipla e outras doenças 
autoimunes. Os anticorpos humanizados possuem imunogenicidade menor 
que dos anticorpos murinos e quiméricos; contudo, eles também apresen- 
tam alguns efeitos colaterais por induzir a resposta human anti-humanized 
antibodies (Haha). No intuito de eliminar essas respostas, foram propostas 
técnicas que visavam desenvolver um anticorpo completamente humano. 


11.7 ANTICORPOS HUMANOS 


Os anticorpos humanos podem ser obtidos de trés formas diferentes: lin- 
fócitos B isolados de indivíduos imunizados, linfócitos B isolados de camun- 
dongos transgênicos e por meio de bibliotecas sintéticas. Cada uma das 
técnicas tem suas vantagens e desvantagens. Por exemplo, os anticorpos iso- 
lados de linfócitos B de indivíduos imunizados são apenas direcionados aos 
patógenos, não sendo possível isolar anticorpos contra antígenos próprios, 
tais como, citocinas e receptores celulares, uma vez que o sistema imuno- 
lógico tolera esses antígenos. A seguir, apresentamos o princípio básico das 
três técnicas para desenvolvimento de anticorpos humanos: 


* Linfócitos B isolados de indivíduos imunizados: as células B de 
memória de indivíduos imunizados são isoladas e imortalizadas por 
meio do vírus Epstein-Barr (EBV). Essas células possuem uma imu- 
noglobulina de superfície específica para o antígeno utilizado no pro- 
cesso de imunização. Dessa forma, é possível selecionar apenas as 
células ligantes ao antígeno. Após a seleção, essas células são cultiva- 
das e os anticorpos são produzidos em pequena, média ou larga escala. 
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Além disso, é possível obter os genes codificadores das cadeias, leve 
e pesada, humanas utilizando-se metodologias semelhantes àquelas 
utilizadas para a clonagem de genes murinos a partir de hibridomas 
(ver o passo a passo). À utilização dessa metodologia já possibilitou 
a obtenção de anticorpos neutralizantes de diferentes tipos de HIV?s. 
Linfócitos B isolados de camundongos transgênicos: essa metodo- 
logia foi introduzida pela primeira vez por Alt e colaboradores”. A 
partir daí, vários grupos vêm aperfeiçoando essa técnica. O método 
consiste na geração de camundongo transgênico contendo genes 
de imunoglobulinas humanas não rearranjadas, em vez dos loci de 
imunoglobulinas murinas. Atualmente, existem diversos modelos 
de camundongos transgênicos contendo linhagem germinativa dos 
segmentos gênicos de cadeias pesadas, cadeias leves do tipo kappa, 
cadeias constantes pesadas p e y1. Esses camundongos podem ser 
imunizados para o antígeno de interesse e, a partir daí, geram-se 
hibridomas por meio das técnicas convencionais. À diferença é que 
essas células secretarão anticorpos constituídos por cadeias polipeptí- 
dicas humanas, em vez de murinas. O primeiro camundongo transgê- 
nico construído para esse fim foi o XenoMouse!M (lançado pela com- 
panhia Abgenix). Esse camundongo continha cromossomos artificiais 
contendo os loci de IgH e IgK humanos, além de serem deficientes 
na produção de anticorpos murinos?*. O primeiro anticorpo humano 
terapêutico gerado nesse camundongo e aprovado em testes clínicos 
foi o Panitumomabe (da Amgen), um anticorpo antirreceptor do fator 
de crescimento epidermal (epidermal growth fator receptor - EGFR), 
aprovado para o tratamento de câncer colorretal em 2006. 

Biblioteca sintética: Bibliotecas sintéticas de imunoglobulinas podem 
ser geradas por meio da técnica de apresentação de polipeptideos na 
superfície de bacteriófagos filamentosos (Phage Display). Essa técnica 
foi inicialmente descrita por Smith, em 1985’, quando foi demons- 
trado que a fusão de peptídeos exógenos à porção aminoterminal da 
proteína III de bacteriófagos filamentosos não impedia a montagem 
da partícula viral e ainda possibilitava a incorporação do peptídeo 
exógeno ao seu capsídeo de maneira acessível ao reconhecimento por 
um ligante. As bibliotecas construídas em fagos podem ser seleciona- 
das com maior ou menor afinidade para um ligante-alvo imobilizado 
em um suporte fixo. A técnica de phage display é um método impor- 
tante para a exploração do repertório de anticorpos. A apresentação 
dessas proteínas na superfície de fagos torna possível mimetizar a 
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seleção que ocorre naturalmente no sistema imune, realizando-se em 
ciclos, sendo que a cada ciclo subpopulações de ligantes com maior 
afinidade são obtidas. Dessa forma, é possível clonar o repertório 
imune de pacientes previamente imunizados ou em contato com o 
antígeno, ou, ainda, a partir de genes germinais, construir bibliotecas 
combinatórias de genes codificadores de domínios variáveis leves e 
pesados. Empregando-se esta abordagem, já foi possível obter a matu- 
ração da afinidade, totalmente in vitro, de genes precursores de V, 
contra haptenos*?', ou ainda transformar a afinidade de fragmentos 
de Ac por um determinado antígeno em afinidade contra outro antí- 
geno nao correlato'***. O primeiro anticorpo humano aprovado para 
uso clínico obtido a partir de bibliotecas apresentadas em fagos foi o 
Humira (Adalimumabe). Este anticorpo anti-TNF-a, comercializado 
pela Abbot, teve seu uso terapêutico aprovado em 2002 para o trata- 
mento de artrite reumatoide e doença de Crohn. 


Até hoje, cerca de quarenta anticorpos já foram aprovados para uso clí- 
nico. À Tabela 11.1 mostra esses anticorpos, seu caráter (murino, quimé- 
rico, humanizado ou humano), seus alvos, doenças em que são usados, qual 
companhia os comercializa e o ano de aprovação. Uma breve análise tem- 
poral dessa tabela mostra que há uma nítida tendência atual de domínio no 
mercado dos anticorpos humanos e humanizados. Esse fato pode ainda ser 
comprovado nos testes clínicos em andamento com novas moléculas”. 


Tabela 11.1 Anticorpos monoclonais aprovados para uso terapêutico (até fev. 2015) 














ANTICORPO no A TIPO INDICAÇÃO EMPRESA ANO 

OKT3 (MUROMONABE-CD3)* (03 Murino Rejeição a transplantes Johnson & Johnson 1986 
REOPRO (ABCIXIMABE) (A17-1° Quimérico PTCA** Centocor 1994 
PANOREX (EDRECOLOMABE)  GPIIb/llla Quimérico Câncer Colorectal Centocor 1995 
RITUXAN (RITUXIMABE) (020 Quimérico Linfoma Non-Hodgkin Biogen, IDEC 1997 
ZENAPAX (DACLIZUMABE)* IL2R Humanizado Rejeição a transplantes Prot Design Labs 1997 
SIMULECT (BASILIXIMABE) IL2R Quimérico Rejeição a transplantes Novarts 1998 
SYNAGIS (PALIVIZUMABE) RSV F Humanizado Profilaxia de RSV Medimmune 1998 
REMICADE (INFLIXIMABE) —TNFcx Quimérico A Centocor 1998 


Doença de Crohn 


* Ver <http:/www.clinicaltrials.org>. 
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ANTICORPO a n TIPO INDICAÇÃO EMPRESA ANO 
HERCEPTIN (TRASTUZUMABE)  Her2/neu Humanizado Câncer de mama metastático Genentech 1998 
MYLOTARG (GEMTUZUMABE)* (033 Humanizado Leucemia mieloide Wyeth 2000 
CAMPATH (ALEMTUZUMABE) (052 Humanizado Leucemia linfocitica Millennium/ILEX 2001 

ZEVALIN (IBRITUMOMABE) (020 Murino Linfoma Non-Hodgkins Biogen, IDEC 2002 
HUMIRA (ADALIMUMABE)  TNFo Humano pa Abbott 2002 
XOLAIR (ORLALIZUMABE) IgE Humanizado Asma Genentech 2003 
BEXXAR (TOSITUMOMABE-I131) CD20 Murino Linfoma Non-Hodgkins Corixa 2003 
RAPTIVA (EFALIZUMABE)* CDI la Humanizado Psoriase Genentech 2003 
ERBITUX (CETUXIMABE) EGFR Quimérico Cancer colo-retal Imclone Systems 2004 
AVASTIN (BEVACIZUMABE) VEGF Humanizado Câncer colo-retal, renal Genentech 2004 
TYSABRI (NATALIZUMABE)  Integrina A4 Humanizado Doença de Crohn, esclerose Biogen, IDEC 2004 
LUCENTIS (RENIBIZUMABE) VEGF-A Humanizado Degeneração macular Genentech 2006 
VECTIBIX (PANITUMOMABE) EGFR Humano Câncer colo-retal Amgen 2006 
SOLIRIS (ECULIZUMABE) 65 Humanizado Hemoglobinúria (PNH) Alexion Pharm 2007 
MILATUZUMABE (074 Humonizado Eta À Immunomedics 2008 
CIMZIA (CERTOLIZUMABE) Integrina Humanizado Doenca de Crohn Biogen, IDEC + 2008 
SIMPONI (GOLIMUMABE) TNF-ox Humano Artrite reumatoide Johnson & Johnson 2009 
ILARIS (CANAKINUMABE) ILIB Humano CAPS Novartis 2009 
STELARA (USTEKINUMABE) IL-12 e IL-23 Humano Psoríase Johnson &Johnson 2009 
ARZERRA (OFATUMUMABE) (020 Humano Leucemia linfocitica crénica Genmab 2010 
PROLIA (DENOSUMABE) RANKL Humano Osteoporose Amgen 2010 
BENLYSTA (BELIMUMABE) Blys Humano Lupus eritematoso sistêmico GlaxoSmithKline 2011 
VEDOTIN (BRENTUXIMABE) (030 Quimérico Linfoma Hodgkin Seatle Genetics 2011 
IPI (IPILIMUMABE) CTLA-4 Humano Melanoma metastatico Bristol 2011 
POTELIGEO (MOGAMULIZUMABE)  CCR4 Humanizado Leucemincinfoma de células T Kyowa Hakko Kirin 2012 
KADCYLA (ADO-TRASTUZUMABE) Her2 Humanizado Câncer de mama metostótico Genentech/Roche 2013 
Biogen Idec/Chugai 
GAZYVA (OBNUTUZUMABE) coz  „Homanizadoe porem Linfoctica Crônieg Pharmaceutical oq 
Glicoengenheirado Co. /Hoffmann-La 
Roche Inc. 
KEYTRUDA (PEMBROLIZUMABE) PDI Humanizado Melanoma Merck 2014 
CYRAMZA (RAMACIRUMABE) VEGFR2 Humano Cancer Gastrico Lilly 2014 
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ANTICORPO e TIPO INDICAÇÃO EMPRESA ANO 
Integrina Doença de Crohn e Takeda 
ENTYVIO (VEDOLIZUMABE) oT Humanizado Colite Ulcerativa Pharmaceutical 2014 
SYLVANT (SILTUXIMABE) Il-6 Quimérico Doenca de Castleman Janssen Biotech © 2014 
BLINCYTO (BLINHTOMOMABE)  cDIge coa  Muio (scFv como Linfoblóstica Aguda Amgen 2014 
biespecífico) 

OPDIVO (NIVOLUMABE) PDI Humano Câncer de Pulmão Bristol Myers Squibb 2014 
COSENTYX (SECUKINUMABE) IL170 Humano Psoríase Novartis 2015 
UNITUXIN (DINOTUXIMABE) GD2 Quimérico Neuroblastoma Silver Spring 2015 





* Anticorpos que foram descontinuados. 
** PTCA: Angioplastia coronária transluminal percutânea. 
*** (APS: Síndromes periódicas associadas à criopirina. 


11.8 SISTEMAS DE EXPRESSÃO DE ANTICORPOS 


A escolha de um determinado sistema para a expressão de genes de anti- 
corpos depende da sua aplicação clínica e/ou biotecnológica, e também da 
complexidade dos fragmentos de anticorpo recombinantes a serem produzi- 
dos, ou seja, o tipo de molécula a ser expresso (anticorpo inteiro, Fab, scFv 
ou FvFc). Igualmente, vários fatores devem ser levados em consideração, 
principalmente devido ao complexo processo de produção, sendo os prin- 
cipais: montagem correta da estrutura da molécula, incluindo a formação 
de pontes dissulfeto, adição pós-traducional de carboidratos (glicosilação), 
facilidade de expressão heteróloga, produtividade, metodologias de purifi- 
cação e custo total do processo”. 

Para alcançar um nível de produção aceitável, o gene clonado tem que 
ser transcrito e traduzido de forma eficiente. Vale lembrar que o rendimento 
e a atividade biológica das proteínas recombinantes podem variar muito, e 
dependem de um grande número de fatores intrínsecos da molécula expressa, 
tais como, a solubilidade, estabilidade e o tamanho da proteína'*. 

Devido à sua sequência única de aminoácidos, cada proteína tende a 
apresentar problemas únicos durante sua expressão, ou seja, embora pos- 
samos utilizar protocolos padrão para iniciar a produção de determinada 
molécula, a expressão tem que ser otimizada para cada nova proteína produ- 
zida. Mesmo se tratando dessa classe específica de proteínas, os anticorpos, 
cada imunoglobulina tem uma sequência diferente. Assim, a expressão de 
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cada um dos anticorpos ou seus fragmentos apresenta seus próprios desa- 
fios. Por isso, determinado sistema de expressão que pode ser adequado 
para a produção de um anticorpo pode às vezes não se adequar a outro. 
Assim, uma série de sistemas de expressão tem sido descrita”. Dentre eles, os 
mais utilizados são bactérias, leveduras, células de insetos, plantas e células 
de mamíferos. 


11.8.1 Sistema de expressão em células de bactéria 


Bactérias, como, por exemplo, a Escherichia coli, são organismos proca- 
riotos e apresentam uma série de vantagens na expressão de proteínas hete- 
rólogas, dentre elas a capacidade de produzir proteínas recombinantes em 
alta quantidade, grande capacidade replicativa, condições de cultivo e fer- 
mentação simplificadas, facilidade na manipulação genética e na conversão 
de bioprocessos para larga escala, técnicas de transformação com DNA exó- 
geno bem estabelecidas, além de requerer quantidades mínimas de DNA. Por 
outro lado, é um sistema que apresenta limitações nos processos de modifi- 
cações pós-traducionais, causando problemas de enovelamento com conse- 
quente precipitação das proteínas recombinantes na forma de corpúsculos 
de inclusão intracelulares. Esses problemas estão, principalmente, associados 
à formação ineficiente das pontes dissulfeto e à lenta isomerização cis-trans 
das ligações peptídicas envolvendo prolinas. Alternativamente, os anticorpos 
podem ser produzidos na forma de proteína secretada no espaço periplas- 
mático, o que melhora a produção de proteína nativa solúvel. Associados a 
isso, problemas de degradação do produto recombinante acabam por limitar 
o tipo de proteína recombinante produzido pelo sistema bacteriano**. 

Fragmentos de anticorpos, menos complexos que os anticorpos inteiros, 
são frequentemente expressos em E. coli, já que a bactéria tem a capacidade 
de crescer em um ritmo mais rápido e de forma mais econômica se compa- 
rada a células de mamíferos, acelerando, assim, o uso da proteína produzida 
nos processos de purificação e análise. A engenharia de anticorpos que uti- 
liza esse sistema de expressão tende a ser de baixo custo, o que explica a 
popularidade dos sistemas bacterianos. No entanto, como esses organismos 
não apresentam a maquinaria de glicosilação, caso seja necessária a pro- 
dução da molécula de anticorpo em sua forma inteira, que é glicosilada no 
dominio C,2, a utilização de outro sistema de expressão se faz necessária. 

Para que a expressão seja bem-sucedida, o gene que codifica para a molé- 
cula do anticorpo deve ser colocado no contexto de sequência adequado, 


Clonagem e Expressão de Genes de Anticorpos: Métodos e Aplicações 457 


permitindo a correta transcrição e tradução da proteína. Normalmente, são 
utilizados promotores indutíveis para controlar a expressão, o que é essencial 
para prevenir a perda ou acúmulo de mutações no gene em situações em 
que sua produção apresente uma citotoxicidade para a célula bacteriana. 
Dentre esses promotores, estão incluídos o promotor lac, o promotor trp 
e seu híbrido, o promotor tac, que é regulado pelo repressor lac e induzido 
por isopropil-B-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG). O promotor do bacterió- 
fago T7 também pode ser utilizado em expressões de grandes quantidades 
de proteínas recombinantes. Esse promotor é bem controlado e pode ser uti- 
lizado apenas quando linhagens de E. coli DE3 são as hospedeiras”. Essas 
linhagens mutantes apresentam, em seu cromossoma, o gene da RNA poli- 
merase do fago T7 sob controle do promotor lac. Assim, quando IPTG é 
adicionado à cultura, ocorre a expressão da RNA polimerase viral, que por 
sua vez realizará a transcrição do gene da proteína de interesse, sob controle 
do promotor T7. Esse sistema é talvez aquele que gera os mais altos níveis 
de produção de proteínas recombinantes em Escherichia coli’. Outro fator 
importante para uma eficiente tradução em E. coli é a existência do sítio 
de ligação ribossomal procariótico, ou sequência de Shine-Dalgarno (SD). 
Essa região aparece localizada de três a onze pares de bases a montante do 
códon de iniciação (ATG) e é formada por três a nove nucleotídeos. O último 
elemento de controle importante é o sítio terminador da transcrição, que 
impede que a transcrição vá além do gene desejado e aumenta a estabilidade 
do vetor plasmidial”. 

A produção dos fragmentos de anticorpos recombinantes no ambiente 
redutor do citoplasma bacteriano leva à formação de corpos de inclusão 
insolúveis, que contêm a proteína desnaturada. Para recuperar a proteína na 
sua forma nativa, se faz necessário o uso de protocolos de reenovelamento. 
Várias estratégias podem ser utilizadas, e elas tendem a ser otimizadas para 
cada molécula. A maioria das estratégias inclui o isolamento dos corpos de 
inclusão, a solubilização das proteínas recombinantes e sua renaturação em 
um ambiente que promove a correta formação das pontes dissulfeto, assim 
como o enovelamento na forma tridimensional apropriada. 

Uma abordagem alternativa é a utilização de um peptídeo-sinal que 
direcione a secreção do anticorpo para o espaço periplasmático, que é um 
ambiente oxidante situado entre a membrana plasmática e a membrana 
externa de bactérias gram-negativas. Além disso, nessa região existem algu- 
mas moléculas que podem auxiliar no reenovelamento do anticorpo recom- 
binante, como algumas proteínas similares às chaperoninas e dissulfeto iso- 
merases. Em alguns casos, o anticorpo recombinante pode escapar para o 
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meio de cultura através da membrana externa. Isso depende da linhagem 
bacteriana, das condições de indução e da sequência de aminoácidos do anti- 
corpo, e pode ser vantajoso, pois permite rastreamento rápido dos anticor- 
pos secretados. Se o rendimento for alto, pode permitir a purificação direta 
de material a partir do sobrenadante. No entanto, deve ser salientado que 
nem todos os anticorpos são secretados dessa maneira. Se a proteína recom- 
binante não for encontrada no sobrenadante, é necessário seu isolamento 
do extrato periplásmico, normalmente obtido por choque osmótico. Essa 
metodologia tem a vantagem de a proteína poder estar presente em uma 
concentração elevada, e razoavelmente pura. 

Portanto, a expressão bacteriana tem um papel importante a desempe- 
nhar na produção de anticorpos recombinantes, em particular para os frag- 
mentos que não necessitam de glicosilação. 


11.8.2 Sistema de expressão em células de levedura 


O uso das leveduras tem sido uma alternativa bastante eficaz na produção 
de anticorpos e várias outras proteínas heterólogas, o que se deve ao fato 
de esses microrganismos possuírem uma maquinaria celular mais complexa 
para a expressão de produtos que precisam de modificações pós-traducio- 
nais, como os anticorpos. À popularização do uso de leveduras também 
está relacionada à simplicidade no cultivo e nos processos de fermentação, 
quando comparados às células animais”. Além disso, a disponibilidade de 
kits de expressão comerciais e a facilidade técnica da manipulação genética 
tornam as leveduras excelentes candidatas para a produção de proteínas de 
interesse comercial*º. 

Dentre as espécies de leveduras, as que já estão bem estabelecidas para 
a produção industrial são Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris 
(Komagataella pastoris). Dessas duas, S. cerevisiae é o microrganismo euca- 
riótico melhor caracterizado geneticamente e prevalece entre as espécies de 
levedura mais utilizadas na indústria alimentícia e farmacêutica*!. Já a leve- 
dura metilotrófica P. pastoris é a espécie de levedura mais apropriada para 
a expressão heteróloga de uma forma geral, graças à alta eficiência dos seus 
sistemas de expressão e secreção*?, tendo sido reportada, por exemplo, uma 
produção de 10 g/L de albumina sérica humana”, enquanto em S. cerevisiae 
a produção é de 150 mg/L*. Esses altos níveis de expressão em P. pastoris 
estão relacionados ao forte promotor usado para transcrever genes heterólo- 
gos, derivado do gene da álcool oxidase 1 (AOX1), regulado por metanol, um 
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indutor relativamente barato. Existem dois genes que codificam para a álcool 
oxidase, AOX1 e AOX2; entretanto, o gene AOX1 é responsável pela maior 
parte da expressão em células crescidas na presença do indutor. O mecanismo 
de ativação do gene AOX1 envolve tanto a indução do seu promotor por 
metanol quanto a desrepressão pela ausência de outras fontes de carbono*. 

O sistema de expressão em levedura tem uma série de vantagens frente ao 
sistema bacteriano, como a capacidade de fazer diversas modificações pós- 
traducionais tipicamente associadas com eucariotos superiores, incluindo o 
processamento de peptídeo-sinal, a formação de pontes dissulfeto, o dobra- 
mento correto da proteína recombinante, a adição de lipídeos e uma glico- 
silação (O- e/ou N- ligadas) mais próxima à humana**. No entanto, essa 
glicosilação não é a mesma vista em hibridomas e mielomas, uma vez que as 
ramificações de carboidratos adicionadas são ricas em D-manose*?”. 

Outra vantagem do sistema de expressão em P. pastoris é a presença 
da protease Kex2 que pode ser utilizada tanto para o processamento do 
peptídeo-sinal quanto da proteína heteróloga expressa. Normalmente é uti- 
lizado o peptídeo-sinal do fator alfa de Saccharomyces cerevisae no vetor 
de interesse, que consiste em uma sequência de dezenove aminoácidos (pré 
-peptídeo) seguidos de uma sequência de sessenta aminoácidos hidrofóbicos 
(pró-peptídeo). A proteína é sintetizada na forma de pré-pró-peptídeo. O 
pré-peptídeo é responsável pela transferência da pró-proteína para o retículo 
endoplasmático. À pró-proteína é transportada pelo aparato de Golgi onde 
o pró-sinal é clivado pela Kex2 liberando a proteína madura** (Figura 11.7). 
Burtet e colaboradores, em 2007, demonstraram que um sítio de clivagem 
similar ao da endopeptidase kex2 pode ser utilizado entre as cadeias, L e 
Fd, de um Fab, permitindo a clivagem e o processamento correto da molé- 
cula, resgatando as duas cadeias na forma de heterodímero com atividade 
ligante”. Isso facilita a engenharia do vetor de expressão utilizado, já que se 
trata de uma construção monocistrônica, em que ambas as cadeias estão sob 
o controle do mesmo promotor, permitindo a expressão estequiométrica das 
moléculas e o seu direcionamento para o retículo endoplasmático da leve- 
dura. Esse ambiente redutor é propício para a formação de pontes dissulfeto, 
para a montagem correta das cadeias leve e pesada do fragmento Fab. 

Burtet e colaboradores desenvolveram um cassete para expressar as duas 
cadeias polipeptídicas que compõem o Fab como um peptídeo único consti- 
tuído pelo peptídeo-sinal, o Fd (V,-C, 1), separado da cadeia leve (V C,) por 
uma sequência de resíduos de aminoácidos que é reconhecida pela protease 
Kex2 presente no aparato de Golgi!”. A sequência de processamento do pep- 
tídeo único é a seguinte: inicialmente ocorre a remoção do peptídeo-sinal 
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Figura 11.7 Síntese do Fab de cadeia única (scFab) utilizando vetores de expressão em Pichia pastoris. 


aminoterminal e o direcionamento do peptídeo scFab para o retículo endo- 
plasmático. Quando este chega às cisternas de Golgi, a protease Kex2 
remove tanto pro-peptídeo quanto realiza a clivagem do scFab separando 
as duas cadeias. O ambiente redutor desses dois compartimentos possibilita 
ainda a formação de pontes dissulfeto intercadeias, a partir de resíduos de 
cisteina presentes nos dois dominios constantes. A proteína secretada equi- 
vale ao Fab obtido a partir da digestão proteolítica de moléculas inteiras de 
anticorpos (Figura 11.7). 
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As leveduras são mais adequadas para a produção heteróloga de proteí- 
nas recombinantes, facilitando a obtenção de proteína solúvel mesmo para 
aquelas que normalmente se acumulam como corpos de inclusão insolúveis 
em E. Coli'*. Além disso, a degradação de proteínas heterólogas, frequen- 
temente um problema em E. coli, é normalmente reduzida em leveduras. 
Mesmo assim, uma das desvantagens do sistema de expressão em leveduras 
é a proteólise de peptídeos secretados devido à secreção de proteases no 
sobrenadante de cultura. Para sanar este problema, sugere-se a utilização 
de linhagens protease-deficientes, o que tem se mostrado eficaz na redu- 
ção da degradação das proteínas heterólogas. As linhagens mais comuns 
são: SMD1163 (his4, pep4, prb1), SMD1165 (his4, prb1), SMD1168 (his4, 
pep4). Contudo, a viabilidade dessas linhagens é comprometida, apresen- 
tando um crescimento mais lento. Além disso, são mais difíceis de serem 
transformadas em relação às linhagens selvagens*”. 

Ao contrário dos sistemas de expressão em células de mamíferos, as leve- 
duras podem ser cultivadas em meios de crescimento rápido e simples, o 
que torna este sistema uma opção atraente para proteínas importantes na 
clínica e na indústria, onde a metodologia de fermentação em larga escala é 
necessária. Anticorpos inteiros e seus fragmentos (Fab, scFv e FvFc) foram 
expressos com sucesso utilizando esse sistema!9:!7,50,51, 


11.8.3 Outros sistemas de expressão, animais 
e plantas geneticamente modificadas 


Uma técnica promissora para desenvolver novos anticorpos pode ser o 
uso de animais geneticamente modificados. Animais como cabras e vacas 
transgênicas têm sido propostos como fábricas de proteínas recombinantes 
de uso terapêutico. Nesse caso, o principal alvo é a produção da proteína 
recombinante no leite desses animais. 

Outra técnica utilizando células de animais são as células de inseto trans- 
formadas via baculovírus. Esse sistema tem alcançado níveis compatíveis 
com os encontrados em sistemas de expressão em leveduras, devido a essas 
células serem mais resistentes ao estresse metabólico, além de serem mais 
produtivas que células de mamíferos, sendo empregadas em produções em 
larga escala de proteínas recombinantes. Contudo, os sistemas que se valem 
de células de inseto apresentam algumas limitações devido à infecção pelo 
baculovírus, sendo reportados problemas de secreção e dobramento correto 
das proteínas”? e problemas de degradação devido a proteases expressas, 
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além de diferenças nos padrões de glicosilação e problemas na adição de 
ácido siálico à proteína heteróloga produzida”. 

Experiências com plantas modificadas também têm surgido, e a produção 
de anticorpos em plantas oferece algumas vantagens, como a facilidade de 
produção em larga escala, o baixo custo, quando comparado com outros 
sistemas, e a ausência de patógenos humanos. Entretanto, muitas são as 
objeções ao uso desse sistema: as plantas apresentam modificações pós-tra- 
ducionais nas proteínas diferentes de mamíferos, além de possuir um tempo 
de produção muito longo**. 


11.8.4 Sistema de expressão em células de mamíferos 


A tecnologia de expressão gênica em células de mamíferos é a mais utili- 
zada na produção comercial de anticorpos terapêuticos, já que nesse sistema 
os sinais para síntese e secreção das proteínas são extremamente similares 
aos do sistema humano. As células de mamífero são capazes de adicionar 
todas as modificações pós-traducionais necessárias para a produção e utiliza- 
ção de proteínas recombinantes como fármacos, como acetilação, metilação, 
fosforilação, prenilação, sulfonação e glicosilação, especialmente a N-glico- 
silação, presente no domínio C,2 dos anticorpos. Dessa forma, elas têm a 
capacidade de mimetizar os padrões humanos de modificações, promovendo 
um correto dobramento e processamento da molécula de interesse”. Entre- 
tanto, vale ressaltar que existem algumas diferenças significativas entre as 
espécies utilizadas. Por exemplo, células murinas podem adicionar epítopos 
xenorreativos reconhecidos por anticorpos naturais em humanos. 

Dentre as células de mamíferos, a mais utilizada na produção em grande 
escala é a linhagem de células de ovário de hamster chinês (CHO). A sub- 
linhagem CHO-K1 é derivada da linhagem celular parental de CHO que 
foi estabelecida do material da biópsia do ovário de um hamster chinês 
adulto** e é caracterizada como uma célula epitelial, fibroblastoide e ade- 
rente ao polímero onde é cultivada. Dentre suas principais vantagens estão 
os altos níveis de expressão de proteínas em comparação a outras células de 
mamíferos e a possibilidade de produção em larga escala com a utilização 
de meios livres de soro e crescimento em suspensão”. Além disso, o fato de 
produzirem uma molécula extremamente parecida com a que é gerada em 
células humanas, principalmente no que se refere à glicosilação, torna esse 
sistema de expressão a principal opção para aprovação rápida por parte dos 
órgão de autorização e agências reguladoras, como a norte-americana Food 
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and Drug Administration (FDA) e a Agência Nacional de Vigilância Sanitá- 
ria (Anvisa), no uso clínico. 

Entretanto, uma das grandes limitações na utilização de anticorpos tera- 
pêuticos é o complexo processo de produção. As limitações se encontram, 
principalmente, na quantidade reduzida de proteína produzida e em seu 
alto custo, o que de certa forma dificulta o acesso ao medicamento de boa 
parte da população em geral. Mesmo as células de mamífero que apresentam 
características fisiológicas semelhantes às células humanas apresentam bai- 
xos níveis de expressão em comparação com outros sistemas de expressão, 
como leveduras e bactérias. Para isso, métodos para melhorar a produção de 
biofármacos vêm sendo estudados, de modo a se atingir os níveis da produ- 
ção industrial. Dentre os métodos descritos estão a mudança de temperatura 
no cultivo das células**, adição de compostos químicos no meio de cultura”? 
e a engenharia dos vetores de expressão”. 

A escolha do vetor de expressão depende do método para a introdu- 
ção do gene recombinante e os elementos de controle que serão utilizados 
para a expressão do mRNA e síntese proteica. Basicamente, existem dois 
métodos para a introdução do DNA exógeno em células de mamíferos, um 
mediado por infecção viral e outro pela transferência direta do DNA para 
dentro das células, empregando métodos químicos (lipossomos, fosfato de 
cálcio, DEAE-dextran e polibreno, por exemplo) e físicos (eletroporação e 
microinjeção). No que diz respeito aos elementos de controle transcricional, 
tais como os promotores e enhancers, sua eficiência pode variar considera- 
velmente de acordo com as diferentes linhagens celulares. 

O promotor eucariótico é bastante complexo e contém uma série de ele- 
mentos de sequência ligantes de fatores nucleares envolvidos na montagem 
do complexo de iniciação de transcrição. Dentre os elementos encontrados, 
a região TATA box, localizada de 25 a 30 pares de bases a montante ao 
sítio de iniciação da transcrição, é a mais comum em promotores do tipo II 
— aqueles que produzem o mRNA. A TATA box é reconhecida pela proteína 
ligante da região TATA de promotores (TATA box binding protein — TBP), 
que é um fator transcricional essencial para a montagem do complexo de 
iniciação da transcrição e posicionar a RNA polimerase na região de início 
de transcrição. 

Os promotores eucarióticos são, ao mesmo tempo, complexos e bem 
estruturados no que se refere à sua regulação e atividade. Existem estudos 
que buscam o melhoramento da atividade dos diversos promotores conheci- 
dos por meio da adição ou remoção de elementos ou motivos no promotor”. 
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Um dos promotores mais comumente utilizados em construções de veto- 
res de expressão em células de mamífero é o promotor do citomegalovírus 
(CMV). O promotor CMV e seu enhancer dirigem a expressão do gene ime- 
diatamente precoce de CMV, que codifica proteínas que participam das vias 
de replicação do vírus. O gene sofre splicing alternativo, originando diversas 
proteínas que fazem parte do ciclo de replicação viral. Ele é constituído por 
quatro exons e três introns, sendo que o maior dos introns é o intron A, 
localizado na região nao traduzida S’ (S’untranslated region — 5’ UTR). O 
promotor CMV é bastante compacto e possui a montante um enhancer. Os 
enhancers podem ser utilizados para aumentar o nível de expressão, muitos 
deles são restritos a determinados tipos celulares“! 2, e, portanto, a escolha 
do promotor e do enhancer em um sistema de expressão determinará o tipo 
de célula em que o gene de interesse será expresso. O enhancer do CMV é bas- 
tante promíscuo, estimulando a expressão pelo promotor a jusante em diver- 
sos tipos celulares, e forma junto com o promotor CMV um par enhancer/ 
promotor com um tamanho bastante reduzido para os padrões eucarióticos, 
cerca de 1 kbp, bastante apropriado para um vetor de expressão. 


11.9 VETORES PARA A EXPRESSÃO DE ANTICORPOS 
- FRAGMENTOS E ANTICORPOS INTEIROS 


A produção de anticorpos em células de mamíferos pode ser realizada a 
partir de dois vetores de expressão independentes, cada um codificando uma 
das cadeias, leve ou pesada, do anticorpo ou na forma dicistrônica, na qual 
as duas cadeias estão contidas no mesmo vetor, contendo dois promotores, 
um para cada cadeia. À transfecção dessas células com duas construções 
independentes é o modo menos eficiente para a expressão balanceada das 
duas cadeias. Isso porque, geralmente, o sítio de integração desses vetores no 
DNA da célula hospedeira tem grande efeito na expressão do gene recom- 
binante. Quando se utiliza dois vetores em uma transfecção, eles podem 
se integrar a regiões com perfis transcricionais diferentes. Desse modo, 
quando há integração em regiões de heterocromatina, pode ocorrer pouca 
ou nenhuma expressão, enquanto a integração em regiões de eucromatina 
normalmente possibilita a expressão do gene”. 

Um dos principais exemplos de um elemento que possibilita a constru- 
ção de um vetor de expressão policistrônico em células de mamífero é o 
sítio de entrada ribossomal interno (Internal Ribosome Entry Site — IRES), 
sequências encontradas na região 5º UTR de alguns virus de RNA. Ao ser 
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adicionado entre as duas cadeias do anticorpo, o IRES possibilita a tradu- 
ção dos dois genes, devido à geração de um sítio interno para a entrada de 
ribossomos sem a necessidade de todo o aparato de iniciação da tradução 
presente em eucariotos. Outro exemplo da utilização do IRES é entre um 
gene de interesse e uma marca seletiva?!. A adição de uma marca seletiva no 
vetor durante uma transfecção é importante quando se pretende selecionar 
um clone altamente produtor e estável, sendo esse um parâmetro essencial 
para a produção em larga escala de proteínas recombinantes. 


11.9.1 Marcas seletivas 


A presença de uma marca seletiva facilita o isolamento de linhagens 
transgênicas produtoras, como uma atividade enzimática que confere resis- 
tência a um antibiótico ou outra droga. O gene de interesse e o gene que 
codifica a marca seletiva podem estar juntos em um único vetor ou cotrans- 
fectados em vetores separados. Às principais marcas seletivas encontradas 
em vetores para expressão em mamíferos são: 


e Diidrofolato redutase (DHFR): é uma enzima que reduz o ácido dii- 
drofólico para ácido tetraidrofólico, usando NADPH como doador de 
elétrons, sendo essencial para a biossintese de aminoácidos e nucleotí- 
deos em células eucarióticas. As linhagens dhfr- quando transfectadas 
com um vetor contendo o gene funcional são capazes de crescer em 
meios sem adição de glicina, hipoxantina e timina. O metotrexato 
(MTX) é uma droga análoga de folato que inibe irreversivelmente a 
enzima, resultando na morte celular exacerbada ao efeito deletério 
do fenótipo dhfr- (Figura 11.8). Para desenvolver resistência contra 
o metotrexato, as células transfectadas precisam amplificar a marca 
seletiva DHFR, o que ocorre concomitantemente com a amplificação 
do gene de interesse clonado adjacente ao gene de resistência*”. 

e Neomicina: um antibiótico aminoglicosídico de amplo espectro, 
atuando sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos. A 
resistência à neomicina é conferida por qualquer um dos dois genes 
da aminoglicosídeo fosfotransferase. Normalmente, o gene NeoR é 
utilizado para a obtenção de linhagens resistentes. Células não trans- 
fectadas morrem quando a cultura é tratada com neomicina ou algum 
antibiótico similar. Neomicina ou canamicina podem ser utilizadas 
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Figura 11.8 Principais marcas seletivas utilizadas em vetores para expressão em células de mamíferos. 


em culturas de procariotos, mas para cultura de eucariotos, geral- 
mente, é utilizada a geneticina (G418)’. 

e Glutamina sintetase (GS): enzima fundamental no metabolismo do 
nitrogênio, catalizando a síntese de glutamina a partir de glutamato 
e amônia. Algumas linhagens de células de mamífero não expres- 
sam GS suficiente, por exemplo, as células de mieloma NSO. Nessas 
linhagens a transfecção do gene GS funciona como uma marca sele- 
tiva, permitindo o crescimento em meios de cultura sem a adição do 
aminoácido glutamina. Outras linhagens, como a CHO, expressam 
GS suficiente para a sobrevivência sem a glutamina exógena. Nesses 
casos, inibidores específicos, como a metionina sulfoximina (MSX), 


* Ver <http://www.bio.net/bionet/mm/methods/1999-March/074165.html>. 
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podem ser usados para inibir a atividade endógena da GS de tal modo 
que somente as linhagens transfectadas com a atividade adicional 
(exógena) conseguem sobreviver. 


A existência de marcas seletivas facilita a obtenção de clones estáveis 
transfectados com vetores de expressão em células de mamíferos. (a) A pres- 
são seletiva normalmente é exercida durante o crescimento das células trans- 
fectadas na presença de meios seletivos. No caso da marca NeoR, gene que 
codifica a enzima aminoglicosídeo fosfotransferase, o meio seletivo é adi- 
cionado de concentrações Geneticina, variando de 400 pg/mL a 800 pg/mL. 
Apenas as células capazes de degradar o antibiótico são capazes de crescer 
na presença deste. No caso das marcas seletivas de glutamina sintase (GS) e 
de diiidrofolato redutase (DHFR) os meios seletivos são depletados do ami- 
noácido glutamina e de purinas e pirimidinas, respectivamente. Nesses casos 
utilizam-se linhagens celulares cujo gene selvagem está ausente ou ainda ini- 
bidor para a enzima endógena. (b) A marca seletiva DHFR ainda possibilita 
a amplificação do vetor de expressão em múltiplas cópias. Esse fenômeno 
ocorre devido à presença de uma origem de replicação de DNA presente no 
gene dhfr. A adição de metotrexato (MTX), um antimetabólito da via de sín- 
tese do ácido fólico, essencial para a síntese de purinas e pirimidinas, força 
ainda mais a seleção de clones com maior número de cópias (Figura 11.8). 

A Figura 11.9 mostra um painel de cassetes de expressão de constru- 
ções monocistrônicas utilizadas nos vetores desenvolvidos pelo grupo de 
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Figura 11.9 Organização gênica de cassetes de expressão monocistrônicos de Ig6, FvFc, Fab e scFv nos vetores de expressão em célula 
de mamífero (IgG e FvFc), em Pichia pastoris (Fab) e em E. coli (scFv). 
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Imunologia Molecular da Universidade de Brasília (UnB). Os vetores são 
utilizados para a expressão de anticorpos murinos, quiméricos, humanos 
ou humanizados na forma de moléculas inteiras (IgG1/k) e seus fragmentos 
(scFv, Fab ou FvFc). O vetor pCO HIL expressa o gene de imunoglobu- 
linas inteiras em células de mamíferos. Para tanto possui o promotor de 
CMV quimicamente sintetizado, sequencia codificadora de peptídeo sinal de 
imunoglobulina de camundongo (PS), o gene codificador da cadeia pesada 
(V C4123) separado do gene codificador da cadeia leve (V,C,) por um ele- 
mento do tipo IRES forte, desenhado a partir do genoma de enterovirus 
humano. Apresenta ainda outro elemento IRES (fraco) separando o gene 
de cadeia leve e o da marca seletiva de resistência a Neomicina. Este vetor 
expressa diferentes anticorpos do tipo y1/k. Os genes codificadores dos 
domínios constantes são humanos e dependendo do domínio V, e V, os 
anticorpos produzidos são quiméricos, humanizados ou humanos. O vetor 
pCO® expressa um FvFc, isto é, um fragmento vaiável de cadeia única (scFv: 
V„-peptídeo conector-V,) sob controle do promotor de CMV quimicamente 
sintetizado e também apresenta a marca seletiva para resistência a neomicina 
em arranjo monocistrônico. O vetor pPIgFab”” expressa fragmentos de liga- 
ção ao antígeno (Fab) na forma de uma única cadeia polipeptídica (scFab), 
sob controle do promotor aox1. Essa construção apresenta um sítio de cliva- 
gem reconhecido pela protease Kex2 da levedura Pichia pastoris. Os vetores 
da série plg! foram desenhados para expressão em bactérias e apresentam o 
promotor T7 e expressão scFvs fusionados a um domínio de proteína A de 
Staphylococcus aureus (PA). À presença desse domínio permite a purificação 
da proteína recombinante utilizando-se resinas de IgG sefarose em croma- 
tografias de afinidade. A detecção também é facilitada a partir da utilização 
de preparações de imunoglobulinas totais (de coelho e camundongo, por 
exemplo) como anticorpo primário em ensaios de imunodetecção. 


11.10 PRODUZINDO ANTICORPOS RECOMBINANTES A 
PARTIR DE ANTICORPOS MONOCLONAIS - PASSO A PASSO 


O protocolo descrito a seguir aborda a estratégia de expressão de anti- 
corpo partindo de hibridomas de camundongos imunizados com o antígeno 
de interesse. 
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Extração de RNA total de hibridoma 


O protocolo a seguir é baseado no método de extração de RNA total com 
trizol. Todos os materiais e reagentes devem ser livres de qualquer atividade 
de ribonuclease (RNase free). 


Procedimento 


1) Lavar cerca de 1 a 5 x 10º células do hibridoma com PBS (do inglês, 
phosphate buffer saline, tampão fosfato salina) para retirar completa- 
mente o meio de cultura. Centrifugar as células por 10 minutos a 1.800 x 
g à temperatura ambiente. 

2) Desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento com 1 mL de trizol. 
As células devem ser completamente lisadas. A essa suspensão adicionar 
0,2 mL de clorofórmio e agitar vigorosamente por 15 segundos. 

3) Incubar a suspensão por 2 minutos à temperatura ambiente e centrifugar 
por 15 minutos a 12.000 x ga 4 °C. 

4) Coletar a fase aquosa cuidadosamente em um tubo novo. Nessa etapa, 
deve-se evitar coletar a interfase e a fase do trizol para que nao haja 
contaminação com DNA genômico e proteases que poderiam degradar 
a amostra. Por ser tóxico, o trizol deve ser manipulado com cuidado e 
descartado de forma apropriada. 

5) À fase aquosa coletada, adicionar 0,9 mL de isopropanol gelado e incubar 
a -20 °C durante duas horas ou, alternativamente, por dezoito horas. 

6) Após a incubação, centrifugar a amostra por 45 minutos a 12.000 x g a 
4 °C. Desprezar o sobrenadante. 

7) Lavar o sedimento cuidadosamente sem ressuspendê-lo com 0,2 mL de 
etanol 70% gelado RNase free. 

8) Centrifugar novamente nas mesmas condições por 15 minutos. Desprezar 
o sobrenadante e secar a amostra em temperatura ambiente. 

9) Ressuspender o sedimento com 30 pL a 50 pL de agua RNase free. 

10) Quantificar o RNA e avaliar a integridade por meio de eletroforese em 
gel de agarose. Em caso de contaminação com DNA na amostra é neces- 
sário o tratamento com DNase (utilizando o procedimento recomendado 
pelo fabricante). 
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Notas importantes 


A qualidade do RNA é importante para a preservação da informação da 
sequência durante a síntese de DNA complementar (CDNA). Normalmente, 
a maior fonte de contaminação com ribonucleases (RNases) exógenas está 
no material usado para a purificação de RNA. RNases endógenas podem 
ser inativada rapidamente durante a lise das células usando desnaturan- 
tes de proteínas, tais como o fenol (contido no reagente trizol) e clorofór- 
mio. O rigor nas condições utilizadas para a extração de RNA previne a 
degradação deste. 


Síntese de cDNA a partir do RNA total 


A síntese de cDNA deve seguir as instruções do fabricante da transcrip- 
tase reversa. 


Procedimento 


Para a síntese do cDNA, é utilizado de 10 ng a 5 pg de RNA total obtido 
de cerca de 10º células do hibridoma. A primeira fita do cDNA pode ser sin- 
tetizada utilizando oligo-dT ou kits que se valem de pequenos oligonucleo- 
tídeos aleatórios (random primers) comercialmente disponíveis, ou ainda 
utilizando oligonucleotídeos para a região constante, dependendo do tipo de 
subtipo de imunoglobulina, como observado na Tabela 11.2. 


Amplificação por PCR dos segmentos gênicos codificadores dos 
domínios V, e V, e isolamento dos amplicons para clonagem. 


A amplificação por PCR deve utilizar como DNA molde o cDNA sinteti- 
zado a partir do RNA de hibridoma. Como iniciadores, utilizar os oligonu- 
cleotídeos descritos na Tabela 11.2. 

São montados onze sistemas visando à amplificação do gene codificador para 
o domínio V, e nove sistemas para o domínio V, . Nesses sistemas, o iniciador 3º 
é sempre o mesmo, y1 e x18, para V, e V,, respectivamente. Os iniciadores 5” são 
diferentes e apresentam algumas degenerações. Eles foram desenhados de modo 
a cobrir toda a variabilidade de segmentos gênicos V, e V.. 


Clonagem e Expressão de Genes de Anticorpos: Métodos e Aplicações 


Procedimento 


1) O sistema de amplificação deve ser montado como descrito a seguir: 


2 


DNA molde 10 ng a 20 mg 

Oligonucleotideos 5’ 30 pmol a 50 pmol 
Oligonucleotideos 3’ 30 pmol a 50 pmol 

dNTPs 50 pM 

Cloreto de magnésio 1,5 mM a 2,5 mM 

Taq DNA polimerase 1U a 2U 

Tampão da Tag DNA polimerase 1x 

Água pura para o volume final de 50 pL a 100 pL 


A amplificação deve ser executada em termociclador. As amostras devem 
ser pré-aquecidas a 99 °C por 3 minutos antes da adição da enzima 
Tag DNA polimerase. No caso da utilização de Tag DNA polimerase 
Platinum™ (Invitrogen®) ou similar, a enzima pode ser adicionada desde 
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o início da reação de amplificação e a etapa de preaquecimento deve ser 
de 5 minutos a 95 “C. Após a adição da enzima, o programa deve con- 
ter as seguintes etapas: 25 a 30 ciclos térmicos em que o DNA deve ser 


desnaturado a 94 °C por 30 segundos, anelado a temperatura de 57 °C 


por 40 segundos (dependendo do Tm do oligonucleotideo utilizado como 
iniciador) e elongado a 72 °C por 2 minutos. 
3) Após a amplificação, 10 pL a 15 pL do sistema de reação deve ser anali- 


sado em gel de agarose para verificação do tamanho dos amplicons. 


4) Após a confirmação, os fragmentos devem ser purificados para a clona- 
gem. A purificação dos amplicons pode ser feita em colunas comerciais 
disponíveis ou através de eletroeluição. 


Notas importantes 


A região codificadora para V,, possui cerca de 120 códons, e a região 


codificadora para V,, 110, que variam conforme o tamanho do CDR3, prin- 


cipalmente para V,,. Os amplicons resultantes do PCR podem ser observados 
por eletroforese em gel de agarose. Os amplicons devem estar entre 330 
pares de base (pb) (domínio leve) e 380 pb (domínio pesado). É comum 
o aparecimento de mais de um amplicon tanto para V,, como para V,. O 
motivo mais trivial é a proximidade entre as sequências dos iniciadores 5’, e 


os amplicons são portanto idênticos, com diferenças que remontam à incor- 
poração desses iniciadores na porção 5º do amplicon. 
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Tabela 11.2 Oligonucleotideos sintéticos para sintese de cDNA ou sequenciamento 

















NOME SEQUENCIA 

yl 5’ TGGACAGGGATCCAGAGTTCCAGGTCACT 3’ 
«18 5’ TACAGTIGGTGCAGCATC 3’ 

307 5’ ATG(GA)A(GC)TT(GC) (T6)GG(TC)T(AG)CT(GT)G(GA)TT 3’ 
308 5’ ATG(GA)AATG (GC) A(GC) CTGGGT (CT) (TA)T(TC)T(TC)CTCT 3” 
309 5’ GATGTGAAGCTTCAGGAGTC 3° 

310 5’ CAGGTGCAGCTGAAGGAGIC 3’ 

311 5’ CAGGTGCAGCTGAAGCAGTC 3’ 

312 5º CAGGTTACTCTGAMAGAGTC 3º 

319 5’ GAGGTCCAGCTGCAACACTCT 3° 

320 5’ GAGGTCCAGCTGCAGCAGTC 3’ 

321 5º CAGGTCCAGCTGCAGCCGTC 3º 
322 5º GAGGTGAAGCTGGTGGAGTC 3º 

324 5º GATGTGANCTTGGAAGTGTC 3º 

353 5º GACATTGTGATGACCCAGTCT 3º 

362 5º GATGTTITGATGACCCAMACT 3º 

364 5’ GATATTGTGATAACCCAG 3° 

365 5’ GACATIGIGCTGACCCAATCT 3’ 

390 5’ GATATIGIGCTAACTCAGTCT 3 
391 5’ GATATCCAGATGACACAGACT 3’ 

392 5º GACATCCAGCTGACTCAGICT 3º 
393 5º CAMATTGTTCTCACCCAGTCT 3 
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5’ CAGGCTGITGTGACTCAGGAA 3’ 
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UTILIZAÇÃO 


Síntese do cDNA e amplificação por PCR do 
V, murino a partir da extremidade 3’ 


Síntese do cDNA e amplificação por PCR do 
V, murino a partir da extremidade 3’ 


Amplificação por PCR do domínio 
V, 0 partir da extremidade 5 


Amplificação por PCR do domínio V, 
a partir da extremidade 5’ 
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Clonagem dos segmentos gênicos codificadores dos 
domínios V, e V, em vetor pGEM T e sequenciamento 


Os amplicons resultantes da PCR devem ser sequenciados. A melhor 
forma de fazer isso é cloná-los em vetores comerciais como o pGEM-T (Pro- 
mega) ou o sistema Topo (Invitrogen). O vetor pGEM T é um vetor linear 
que possui uma deoxitimidina (T) em cada uma das extremidades 3º e que 
permite a inserção direta de produtos de PCR adenilados. Para que a ligação 
dos fragmentos de PCR nesse vetor ocorra de forma eficiente, é necessária 
a introdução de uma Adenina (A) nas extremidades 3º terminais dos ampli- 
cons por meio da reação de “adenilação”. Nessa reação, os substratos são o 
produto da PCR e utiliza-se a enzima Tag DNA polimerase e deoxiadeno- 
sina tri-fosfato (dATP), conforme descrito a seguir. 


Procedimento 


1) A reação deve conter 6 pL do produto de PCR purificado, tampão 
da enzima Tag DNA polimerase (1x), 2 pL de dATP a 1 mM e 1 pL da 
enzima. À reação deve ser executada em um termociclador por 30 minu- 
tos a 72 °C. 

2) Após a adenilação, as sequência codificadoras dos genes de imunoglo- 
bulinas devem ser inseridas no vetor pGEM-T por meio de reação de 
ligação, conforme instruções do fabricante (Promega). Essa reação deve 
ser mantida a 16 “C por 16 a 18 horas para que ocorra a ligação. Após 
esse tempo, o vetor é circularizado pela introdução do produto de PCR 
adenilado, formando o plasmídeo recombinante. 

3) O plasmídeo resultante da ligação deve ser transformado em bactéria 
E. coli que deverá ser crescida em cultura para propagação do DNA 
plasmidial. Após o crescimento das bactérias contendo o plasmídeo 
recombinante, este é extraído por meio de lise bacteriana e purificação 
de DNA plasmidial. Os procedimentos de transformação e purificação de 
DNA plasmidial podem ser realizados conforme descrito em Maranhão** 
e Maranhão e Moraes”. 

4) O DNA plasmidial dos clones recombinantes deverá ser preparado para 
sequenciamento pelo método de Sanger. As sequências obtidas devem ser 
comparadas com sequências padrão para imunoglobulina. Comparar as 
sequências com o banco de dados de proteínas através do programa Blast 
é rápido e objetivo. O National Center for Biotechnological Information 
(NCBI) possui um Blast especializado em caracterizar sequências de 
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anticorpos, o IgBLAST”. A sequência correspondente ao anticorpo origi- 
nal secretado pelo hibridoma deve conter uma fase de leitura intacta com 
as características estruturais de imunoglobulinas. Pode-se ainda locali- 
zar as CDR por meio das indicações contidas no site do Bioinformatics 
Group”. As sequências dentro deste critério devem ser expressas em vetor 
de expressão de anticorpos para testar a atividade ligante contra o antí- 
geno original. 


Notas importantes 


Para a clonagem dos segmentos gênicos em vetor de expressão para 
anticorpos, esses devem ser manipulados de modo a circunscrever apenas 
os códons componentes do V,, ou V,. Isso acontece, pois os iniciadores 
invariantes 3° (yl e x18) encontram-se a alguns códons dentro do C,,1, ou 
C,, e esses códons a mais podem interferir na estruturação do anticorpo 
recombinante. Além disso, alguns dos iniciadores 5” contêm códons do pep- 
tídeo-sinal, e também devem ser removidos. À forma mais simples de fazer 
esse recorte nos domínios variáveis é desenhando oligonucleotídeos delimi- 
tadores contendo sítios para as enzimas de restrição utilizados no vetor de 
expressão. No caso dos vetores exemplificados neste capítulo (Figura 11.9), 
os sítios são Xma le XbaI para o V, e Bgl Il e Xho I para o V,, descritos no 
sentido 5’e 3”. É importante notar a importância de se introduzir esses sítios 
de modo que mantenham a fase de leitura imposta pelo vetor. 


11.11 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 


Quando César Milstein e George Kohler descreveram a técnica de gera- 
ção de hibridomas, o conceito de que seria possível gerar anticorpos contra 
qualquer tipo de antígeno ganhou força. Aquela época, postulava-se que 
essas moléculas seriam as “balas mágicas” a serem utilizadas visando a alvos 
específicos dentro do corpo de pacientes. Poderiam ser utilizadas, por exem- 
plo, para atacar precisamente apenas as células malignas, preservando as 
células sadias, no caso da terapia para câncer. Isso foi predito em 1975 no 
editorial da revista Nature, na qual Milstein e Köhler publicaram o seu tra- 
balho. Tal predição demorou mais de vinte anos para virar realidade, prin- 
cipalmente porque as moléculas geradas tinham o caráter murino e geravam 


* Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/>. 
** Disponivel em: <http://www.bioinf.org.uk/abs/>. 
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mais efeitos adversos do que benefícios aos pacientes aos quais eram admi- 
nistradas. Foram precisos avanços científicos e a contribuição de diversas 
áreas do conhecimento: biologia molecular, imunologia, biologia estrutural e 
engenharia genética. Hoje, as metodologias empregadas são capazes de gerar 
anticorpos muito mais seguros, que permitem a sua administração em doses 
repetidas e contra diversos tipos de doenças, em especial aquelas associadas 
a distúrbios do sistema imune e a neoplasias. De fato, assistimos cada vez 
mais ao surgimento de novos fármacos a partir de anticorpos humanos e 
humanizados. Começamos a ver também a proposição da utilização de frag- 
mentos desses anticorpos como fármacos. Há ainda a tendência de utilização 
dessa molécula “armada”, isto é, ligada covalentemente a toxinas celulares 
e a isótopos radioativos, ou ainda revestindo nanopartículas. Nesses casos, 
o conceito de “bala mágica” ganha cada vez mais força, uma vez que o 
anticorpo direcionaria o alvo, fazendo a entrega específica da toxina, do 
radioisótopo ou da droga nanoencapsulada. Os anticorpos aprovados para 
uso clínico representam uma gorda fatia no mercado de biofármacos. Só o 
Rituximabe, em conjunto com o Remicade, movimenta cerca de 10 bilhões 
de dólares ao ano. E esses são ainda anticorpos quiméricos. Muito mais 
se espera das novas moléculas menos imunogênicas (anticorpos humanos e 
humanizados), que começam a ser mais frequentes nas últimas aprovações 
para uso clínico. Além disso, dado o alto custo da produção dessas molé- 
culas, esforços continuados no sentido da otimização de seus processos de 
produção vêm sendo realizados. Nesse contexto, a validação de algumas for- 
mas compactas da molécula como os fragmentos do tipo FvFc é uma outra 
tendência nessa área. Em conclusão podemos afirmar que esses biofármacos 
vieram para ficar e certamente podemos afirmar que muito mais versões 
deles chegarão às prateleiras das farmácias. 
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12.1 INTRODUCAO 


Este capitulo tem como objetivo introduzir interessados em Biotecnologia, 
estudantes e biotecnólogos, no tema “Anticorpos Humanizados” (AcHm). 
Certos aspectos celulares ou moleculares referentes aos anticorpos (Ac) 
estão descritos com detalhes porque os julgamos necessários à compreensão 
dos processos de geração de AcHm, motivo deste capítulo. Fundamentos e 
perspectivas foram realçados. Dados essenciais para o entendimento e repro- 
dução de processos biotecnológicos foram indicados em referências coloca- 
das on-line. Certas informações ilustrativas sobre os eventos acontecidos ao 
longo da história dos Ac, que ocupariam espaço no corpo do texto, foram 
disponibilizadas aos eventuais interessados como Suplementos I e II. 


12.2 ANTICORPOS (AC) OU IMUNOGLOBULINAS (IG) 


Estrutura molecular: Ig são proteínas de massa molecular de 150-190 
kDa produzidas pelo sistema imune (SI). Ig são formadas por dois tipos de 
cadeias polipeptídicas, uma de massa molecular 55-77 kDa, cadeia H (do 
inglês, heavy), e outra de massa molecular 25kDa, cadeia L (do inglês, light). 
Na cadeia L há uma região em que a sequência de aminoácidos varia de Ac 
para Ac, denominada V,, e uma região em que a sequência de aminoácidos 





£ 


482 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


é constante em todos os Ac, denominada C,. Na cadeia H, há também uma 
região em que a sequência de aminoácidos varia de Ac para Ac, denominada 
V,p € três regiões denominadas C, 1, C,,2 e C,,3, em que as sequências de 
aminoácidos são constantes em todos os Ac (Figura 12.14). 
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Figura 12.1A Estrutura da molécula de Ig. 


Duas cadeias L e duas H se associam por meio de pontes dissulfeto, 
ligando: (a) uma cadeia H e uma cadeia L entre os domínios moleculares C, 
e C,1;0 polipeptídeo resultante é denominado Fab; (b) duas cadeias H entre 
os correspondentes domínios C,2 e €,3; 0 polipeptídeo resultante é denomi- 
nado Fc. Entre os dois polipeptídeos Fab e um Fc há duas pontes dissulfeto 
formando a hinge region. Essa região confere flexibilidade aos dois Fab em 
relação ao Fc. Tal flexibilidade permite acomodação dos Fab de uma mesma 
molécula de Ig a epítopos iguais, porém, dispostos em diferentes regiões da 
molécula de Antígeno (Ag). Assim, cada molécula tetramérica de Ig consta 
de 12 a 14 dominios: 4V (2V, e 2C,) e de 8 a 10 dominios V,, (2V,, e 6-8C,,). 
A clivagem de IgG com pepsina resulta em um fragmento bivalente contendo 
dois fragmentos Fab, e com papaina, em trés fragmentos, dois Fab e um Fe 
(Figura 12.1B). 

As cadeias L e H são codificadas por loci genéticos separados; as sequén- 
cias de pares de base de L que codificam V ou C nunca são encontradas em 
uma H e vice-versa. Moléculas purificadas de Ig mostraram que os polipep- 
tídeos He L são alinhados de tal maneira que os domínios V e € na cadeia L 
posicionam-se diretamente opostos aos correspondentes da cadeia H. Assim, 
na molécula Ig cada um dos dois sítios de combinação com o Ag é formado 
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Figura 12.18 Produtos de clivagem da molécula de Ig por enzimas proteolíticas. Pepsina: cliva a molécula de IgG depois da região 
do hinge, resultando no fragmento F(ab")2 e em pequenos peptídeos do Fc. Papaína: cliva a molécula de Ig antes da região do hinge, 
resultando em dois fragmentos de Fab e no Fc íntegro. 


pelo emparelhamento de um domínio V, de uma cadeia L e um domínio H, 
da cadeia H. O posicionamento da ligação dissulfeto unindo as cadeias H a 
L fora dos domínios V permite esse emparelhamento. 

Os domínios V e € nas cadeias polipeptídicas de Ig possuem uma estru- 
tura básica comum domínio Ig. Cada domínio Ig consta de 70 a 110 ami- 
noácidos (+ 12 kDa). Contêm um resíduo Cys em cada extremo que for- 
mam uma ponte dissulfeto. Conquanto a sequência de aminoácidos não seja 
idêntica nos diferentes domínio Ig, exibem semelhanças suficientes para que 
organizem estruturas cilíndricas conhecidas como Immuniglobulin barrel ou 
Immuniglobulin fold. 

Nos Fab há uma sub-região em que a sequência de aminoácidos varia 
de Ig para Ig, referida como sub-região hipervariável. Dentro das regiões 
variáveis das cadeias H e L há três segmentos curtos responsáveis pela 
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hipervariabilidade. Cada segmento consta de cinco a sete aminoácidos que 
conferem a estrutura tridimensional que acomoda rigidamente a imagem 
especular fornecida pelo epítopo para o qual foi selecionada. Para cada 
configuração de epítopo, foi ou será selecionada no processo de indução 
da resposta imune a sequência de pares de bases que codifica ou codifi- 
cará o segmento hipervariável. Esse processo, origem da diversidade dos 
Ac, atende ao vasto repertório de diversidades das Ig necessário para reco- 
nhecer qualquer molécula no universo de antígeno. Pelo fato de essas estru- 
turas serem complementares às estruturas dos epítopos, foram designadas 
complementarity-determing regions, abreviadamente CDR. Os três CDR 
(CDR1, CDR2 e CDR3) representam juntos apenas 15% a 20% da região 
hipervariável; os restantes 80% a 85% distribuem-se não uniformente em 
quatro regiões intercaladas entre CDR, denominadas frame-work regions, 
abreviadamente FR (FR1, FR2, FR3 e FR4) (Figura 12.2)”. 


100 - 


75- 





Figura 12.2 Regiões hipervariáveis da molécula de lgs. As sequências de aminoácidos obtidas de diferentes lgs purificadas foram 
comparadas. Depois de alinhadas, sequências contendo resíduos repetivos e diferentes apareceram ao longo da molécula. Três regiões 
hipervariáveis intercaladas entre quatro regiões bem conservadas emergiram. Essas regiões localizavam-se nas porções V das cadeias 
Le H. As regiões hipervariáveis responsáveis pela combinação com os epitiopos do Ag indutor da resposta imune foram designadas 
“complementarity-determinig regions” (CDR). As regiões intercaladas de sequência conservada foram designadas “framework regions” 
(FR). Parte desta figura foi adaptada da figura correspondente publicada por Wu e Kabat’. 


* Informações originalmente obtidas com o sequenciamento de aminoácidos das regiões variáveis 
de proteínas Bence Jones e de cadeias L de mieloma alinhadas e confrontadas!, posteriormente 
confirmadas e ampliadas em diversos modelos experimentais. 
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12.3 ORIGEM DA DIVERSIDADE DAS IGS 


12.3.1 Um pouco do passado 


Informações acumuladas até a metade do século XX indicavam que o sis- 
tema imune poderia desenvolver Ac para quase todos os Ag existentes na natu- 
reza e que a produção de Ac seria uma atividade exclusiva de plasmócitos. Os 
componentes deste vasto repertório de Ac seriam produzidos por qualquer 
plasmócito que ao acaso entrasse em contato com determinado Ag. Para expli- 
car como as moléculas de Ag eram reconhecidas pelos plasmócitos e como a 
enorme diversidade de Ac seria gerada, quatro teorias foram elaboradas: 


1) “Teoria instrutiva”, propondo que a presença do Ag no ato da gera- 
ção da resposta imune modelaria a conformação estrutural da molécula 
do Ac como sua imagem especular. A demonstração de moléculas de Ac 
prontas, fixas na superfície de plasmócitos antes do contato com o Ag, 
invalidou a teoria. 

2) Teoria da “variação na linhagem germinativa”, propondo que as 
sequências de pares de base necessárias para codificar moléculas 
de Ac específicas para cada Ag individualmente estariam no DNA de 
cada plasmócito. O papel do Ag seria selecionar a sequência de DNA 
adequada para codificar o Ac específico. Informações subsequentes 
mostraram que o número de especificidades de Ac seria da ordem 
de 10º a 10! sequências diferentes de DNA. Para codificar a especi- 
ficidade de uma única molécula de Ig seriam necessários cerca de 3 
bilhões de pares de base, correspondentes a 1 bilhão de códons. Esse 
número é superior ao existente em uma célula. 

3) Teoria da “mutação somática”, propondo a existência no DNA dos plas- 
mócitos maduros de sequências susceptíveis a sofrer mutações induzidas 
pelo Ag. As sequências mutantes codificariam as regiões do Ac específicas 
para o Ag indutor da mutação somática. A região de DNA suscetível a 
uma mutação somática seria pequena, não interferindo com as demais 
atividades da célula. 

4) Teoria da “geração somática da diversidade dos Ac”, idealizada em 
1965 por William Dreyer e J. Claude Bennett. Propunha que múltiplos 
genes que codificam as regiões V tanto da cadeia L como da cadeia H 
estariam presentes como cópias únicas no DNA dos precursores de plas- 
mócitos imunologicamente virgens. Propunha, ainda, que os genes que 
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codificam os domínios de C, L e H estariam fisicamente separados dos 
genes da região V. Esse aditivo à teoria explicaria o escape da região C 
aos processos de geração da diversidade e da mutação somática. Essa 
teoria associava, portanto, o implicitamente mais razoável nas teorias 
da “variação na linhagem germinativa” e da “mutação somática”. A 
demonstração de sua validade aguardou a emergência de conhecimentos 
fundamentais na área da biologia molecular, destacando-se: 

Os genes que codificam as sequências de aminoácidos na estrutura 
das proteínas incluem blocos de DNA denominados éxons. 

Os éxons dispõem-se linearmente e estão separados um do outro por 
sequências de DNA denominadas íntrons. 

Os íntrons podem conter sequências que regulam a expressão dos 
genes contidos nos éxons. 

Cada éxon codifica uma região discreta da molécula de proteína. 

As informações contidas nos éxons se juntam durante o processo de 
montagem final da molécula de RNAm conforme descrito a seguir. 
Essa maleabilidade de organização estrutural da molécula de pro- 
teína permitiria a criação de membros ligeiramente diferentes de uma 
mesma família de proteínas. 

Durante o processo de transcrição da informação gênica forma-se 
uma longa molécula de RNA denominada “transcrito primário” que 
inclui as sequéncias de éxons e introns. 

Durante a maturação, o “transcrito primário” se liga com várias 
moléculas de adenina. 

Ainda no núcleo, os íntrons dos “transcritos primários” são cortados 
e eliminados. 

A secção da molécula de RNA para esse corte é feita pelos 
“splyceosomes”, um complexo de vários componentes que reconhe- 
cem especificamente sequências de nucleotídeos curtas denominadas 
“splice donor” e “splice receptor”, posicionadas respectivamente nos 
extremos 5º e 3º dos introns. 

Uma enzima do “splyceosome” realiza a junção entre dois éxons eli- 
minando o íntron situado entre eles e juntando os dois éxons antes 
separados pelo íntron, agora aproximados por meio das “splice 
junctions”. 

Os éxons se juntam linearmente um em seguida ao outro e resultam 
nas moléculas de RNAm maduro. 

As moléculas de RNAm maduro deixam o núcleo e passam para o 
citoplasma, onde podem ser reguladas por microRNAs. 
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e Um microRNA contém 22 nucleotídeos. 

e Cada microRNA se liga com sequências preferencialmente da porção 
3º da molécula de RNAm para a qual é específico, bloqueando suas 
atividades. 

º Os RNAm não bloqueados entram nos poliribossomas para serem 
traduzidos. 

e Descoberta das endonucleases de restrição. Essas enzimas clivam 
DNA de fita dupla. Agem sobre sequências curtas, com 4 a 8 pares 
de bases, chamadas sítios de restrição. Cada enzima reconhece e cliva 
um sítio de restrição distinto. Os produtos de clivagem podem ser 
fragmentos de tamanhos e padrões diferentes. O padrão de clivagem 
varia de enzima para enzima e é reprodutível. Os fragmentos resultan- 
tes podem ser analisados pelo método de Southern blotting, descrito 
por E. Southern. As etapas desse procedimento são descritas a seguir. 


12.3.2 Análise de fragmentos de DNA por Southern blotting 


1) Separar os segmentos de DNA em eletroforese em gel de agarose. 

2) Separar as duas fitas do DNA de fita dupla, tratando o gel com solução de 
hidróxido de sódio (desnaturação). 

3) Transferir o DNA para membrana de nitrocelulose. 

4) Tratar a membrana contendo os fragmentos de DNA de fita única com 
sonda hibridizadora, que é uma molécula de DNA isolada de sequência 
conhecida complementar à que foi transferida, previamente marcada com 
isótopo radiativo, radicais fluorescentes ou cromogênicos. Observação: 
como as duas fitas da dupla hélice do DNA são complementares uma a 
outra, tanto faz escolher uma sonda que seja idêntica ou complementar 
à sequência procurada. Essa sonda irá parear apenas com segmentos de 
DNA que exibam sequências que lhe sejam complementares. 


12.3.3 Teoria da geração somática da diversidade dos Ac 


A teoria da geração somática da diversidade dos Ac não foi aceita com 
entusiasmo. Era incompatível com certos dogmas então vigentes, tais como 
“um gene, um RNAm, uma proteina” e “todas as células de um organismo 
contêm exatamente a mesma sequência de DNA”. Conhecimentos importan- 
tes cristalizados no início dos anos 1970 permitiram que Susumo Tonegawa 
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e colaboradores demonstrassem em 1976 que o genoma, de fato, não contém 
genes intactos de Igs. Esses pesquisadores compararam as sequências que 
codificam Ig presentes em preparações de DNA de embrião inteiro (repre- 
sentando a sequência completa da “linhagem germinativa” mantida em célu- 
las não B) com células de mieloma (representando células de linhagem B). 
Como resultado da comparação, demonstraram que os genes que codifi- 
cam as regiões V e C de Ig estavam nitidamente separados na sequência da 
“linhagem germinativa” mantida em células não B, mas haviam trocado de 
posição nas células de mieloma representando células de linhagem B. 
Trabalhos subsequentes realizados por esses e outros autores mostraram 
que a região V de Ig é codificada por um éxon V intrinsecamente organi- 
zado pelo assentamento de pequenos fragmentos de DNA denominados gene 
segments. Os gene segments que compreendem o éxon V são colocados juntos 
no genoma de cada um dos precursores de células B. Nessa fase do processo, 
os gene segments são colocados juntos ao acaso em cada precursor de célula 
B por um mecanismo denominado recombinação somática, ou recombinação 
V(D)J. O resultado é a geração dentro do precursor de uma população de 
células B de enorme variedade de éxons V. As sequências dos éxons V são, em 
seguida, ligadas nas sequências do éxon C de uma única Ig. Os mecanismos 
enzimáticos envolvidos na recombinação somática só estão ativos em linfócitos 
em desenvolvimento; não agem sobre o DNA de células não linfocitárias. O 
sistema enzimático usado nos precursores de células B para rearranjar os genes 
que codificam Ig são os mesmos que funcionam no rearranjo dos genes que 
codificam os receptores presentes em células B (BCR) e em células T (TCR). 


12.3.4 Essência do estabelecido no presente 


As Ig da maioria das espécies de mamíferos, incluindo o ser humano, 
são codificadas por sequências de nucleotídeos que residem em três grandes 
loci genéticos: Igh (locus para cadeia H), Igk (locus para cadeia L kapa), e 
igh (locus para cadeia L lambda). Em humanos, cada locus está localizado 
em cromossomos diferentes: igh no cromossomo 12, Igk no cromossomo 2 
e igA no cromossomo 22. Os loci Igk e ig) contêm dois tipos de segmen- 
tos gênicos, V (de variável) e J (de joining), enquanto o locus igh contém, 
além dos segmentos V e J, o segmento D (de diversity) (Figura 12.3). Cada 
segmento gênico contribui com informações para sequências particulares 
de aminoácidos na região variável de uma, e somente uma, molécula de Ig. 
Na linhagem celular germinativa são feitas múltiplas cópias de segmentos 
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Figura 12.3 Representação esquemática dos loci das cadeias LA, Lx e H. 


de nucleotídeos para cada segmento. Esses segmentos de nucleotídeos ou 
éxons estão alinhados e separados do anterior e do seguinte por blocos de 
nucleotídeos, os íntrons. Na extremidade 5º de cada locus V há um agrupa- 
mento de V-éxons também separados um do outro por íntrons. O número 
de V-éxons varia consideravelmente entre os diferentes loci de Ig e entre as 
espécies animais. Na espécie humana, por exemplo, há aproximadamente 45 
éxons para a cadeia H, 35 para a cadeia K e 2 para a cadeia À. Os segmentos 
V para os loci estão alinhados em um longo segmento de DNA com cerca de 
2 mil pares de bases. 

Em seguida ao último locus-V, em direção à extremidade 3”, encontram- 
se os loci-C: 1 para cadeia LK, 4 para a cadeia LA e 9 para a cadeia H. Os 
9 loci-C para a cadeia H estão alinhados cada um codificando determinado 
isótipo de Ig: IgA1, IgA2, IgD, IgE, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 e IgM. 


12.3.4.1 Remodelação dos segmentos gênicos 
que geram a diversidade dos Ac 


A remodelação dos múltiplos segmentos gênicos de DNA inseridos nos blo- 
cos V(D)J só ocorre na linhagem germinativa de Igs. Células de linhagens não 
linfocitárias não realizam essa remodelação. O processo de remodelação apro- 
xima e une éxons V e €, de modo a permtir que a transcrição se processe no 
nível de DNA antes da transcrição completa do gene para a molécula inteira de 
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Ig. Enzimas recombinases específicas reúnem e combinam os segmentos gênicos 
V, D e J selecionados em uma faixa única e alinhada do DNA. Por meio desse 
processo, os demais segmentos V, D e J, além de outros segmentos interve- 
nientes não selecionados, são excluídos. A recombinação V(D)J é estritamente 
controlada. Além disso, as etapas de excisão e colagem de segmentos gênicos 
ocorrem de maneira precisa em sequências de pares de bases. 

No processo de organização dos genes das cadeias H, o primeiro passo é a 
seleção aleatória de segmentos gênicos D e J. No exemplo, um dos segmentos D, 
D, 4, se une a um dos segmentos J, segmento J 4, resultando D, 4J, 4. À seguir, 
um dos segmentos V,, por exemplo V, 12, é selecionado e unido a D,,4J,,4 
resultando no segmento V, 12D,4J), 4. Após a recombinação V, 12D,4), 4 com- 
pletar-se, a transcrição do resultante gene organizado procede-se, e transcri- 
tos do RNA primário são produzidos. Nesses transcritos primários, apenas os 
éxons Cp e Cô se unem ao segmento V, 12D,4),4. Os RNAs dos transcritos 
primários V, 12D, 4], 4 sofrem cortes diferenciais, resultando em RNAms que 
codificam regiões ligadas alternativamente a Cp ou a Cô. À tradução desses 
RNAms produz V, 12D,4] 4 Cpe V,12D,4) 4 Cô. 

O rearranjo de éxons das cadeias H (Figura 12.4A) e das cadeias L: Igx 
(Figura 12.4B) e IgA (Figura 12.4C), envolve ligação de segmentos V e J, 
como descrito nos respectivos esquemas. 


12.3.4.2 Alguns valores teóricos 


Múltiplos segmentos génicos “germline”: 
e Éxons H: 100-200 
e Éxons D:15 
e Éxons J: 4 para cadeia H; 4 para cadeia Lx; 0 para cadeia Ly 
e Éxons Lx: 250-300 
Éxons Ly: 3 


Possibilidades combinatoriais de junções V-D-J ou VJ: 
e Cadeia H: 100 x 15 x 4 = 6,0 x 10°. 
e Cadeia Lx; 250 x 4= 1 x 10º. 
e Cadeia Ly: (3 x 3) -1 = 8 


A maior parte da diversidade no repertório de Ac deriva-se, como descrito 
nos esquemas apresentados anteriormente, da integração de quatro fontes 
de variabilidade: presença no genoma de células B imaturas de múltiplos 
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Figura 12.4A Cadeia H: Recombinação aleatória de segmentos V, D e J presentes na linhagem germinativa do DNA de linfócitos B para organizar 
um segmento gênico V-D-J. Durante a organização gênica da cadeia H de Ig, primeiro ocorre a ligação de D em J, formando D,. No esquema, D, 15 
se uniu com vez), 3 vu o acaso, resultando em D, 15 tu, 3 uu. Este segmento, também ao acaso, se une a um segmento VH, no exemplo, V,15 
uu, resultando no segmento V, 15 ur D 15 tu, 3 uu. Em seguido, procede-se a transcrição do gene rearranjado e transcritos de RNA primário 
são produzidos. Apenas éxons referentes a Cp e Cô são incluídos. Os demais introns (y3, Cy1, (y2b, Cy2a, (£3 e Ca serão incluídos mais tarde 
na evolução de uma resposta imune após encontro com o antígeno, processo de “switching”. Este processo é canônico: ocorre depois que os 
introns são eliminados, é independente da ocorrência ou não de hipermutação somática, preserva a especificidade para o Ag criada originalmente 
durante o rearranjo génico que é integralmente transferida para o isotipo seguinte que for gerado. Os transcritos de RNA criados são processados 
resultando na produção de RNAm que codificam regiões V ligadas a regiões C, Cy e CS durante o processo de translação em proteínas. 
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Figura 12.4B Cadeia Lx: 0 rearranjo do gene para cadeia envolve a junção aleatória de um segmento de gene V a um segmento de gene J. No 
esquema, 0 locus Vic3vu, em um primeiro instante, junta-se a ao locus wx, formando VicSuurCic, que por sua vez, se liga a um éxon Cy. O 
RNAm Vx3utuC é transladado para a proteína da cadeia p. 
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Figura 12.4€ Cadeia LA: O rearranjo do gene para a cadeia envolve a junção aleatória de um segmento de gene V a um segmento de 
gene J. No esquema, o locus VA Tux, em um primeiro instante, junta-se a ao loci ux, formando VAI wH] uu, que, por sua vez, se liga 
a um éxon CA. O RNAm VAT wH] ur CA1 é transladado para a proteína da cadeia CÀ. 


segmentos gênicos (linhagem germinativa), ligação combinatória, junção de 
diversidades e emparelhamento entre cadeias L e H. Estas fontes de diver- 
sidades criam uma única sequência BCR para cada célula B antes de sua 
liberação na periferia. Essa diversidade resulta do rearranjo de segmentos 
gênicos do genoma de células B imaturas. Os valores obtidos em cada etapa 
antecipam 6 milhões de sítios combinatórios ou parátopos diferentes. 

Sabendo-se que um número apreciável de células B degenera e morre 
antes de expressar atividade de Ac, o número de diversidades oferecido aos 
determinantes antigênicos ou epítopos dos Ag disponíveis na natureza seria 
ainda menor. Mecanismos compensatórios concorrem para suprir diversida- 
des adicionais. Um deles seria pelo processo de hipermutação somática que 
ocorre após o encontro de uma célula B virgem contendo sua única diver- 
sidade já organizada com o Ag contendo o epítopo que reconhece. Pontos 
de mutação na progênie da célula B são gerados e aumentam a diversidade. 
Um mecanismo adicional para potencializar as ações de uma diversidade já 
gerada é pelo “switching” de isotipos de Igs. Diferentes isotipos, cada um 
explorando suas particularidades efetoras, expandiriam as ações de uma 
mesma diversidade. 
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12.4 PERSPECTIVAS 


A utilização das informações coligidas na construção de Ac com espe- 
cificidades planejadas destinada à pesquisa de novos conhecimentos e 
aplicações. 


Observação: A pergunta: “Como o sistema imune organiza e comporta 
tão vasto repertório de regiões variáveis que cobre igualmente vasto reper- 
tório de Ag?” foi respondida com experimentos criativos de biologia mole- 
cular’. Pela importância da colaboração, S. Tonegawa foi laureado com o 
prêmio Nobel em Fisiologia ou Medicina, em 1987. 


e Isotipos de Ig: são conhecidos cinco isotipos: IgG com quatro 
subisotipos (IgG,, IgG,, IgG, e IgG,), IgD, IgM, IgA com dois subiso- 
tipos (IgA,, IgA,), e IgE. Isotipos especificos para o mesmo epítopo 
conservam parte considerável da sequência de aminoácidos na região 
que interage com o epítopo, mas possuem sequências de aminoácidos 
distintas entre as diversas classes e subclasses de Igs. 

e Ac policlonais (AcP): são uma mistura de Ac dirigidos individual- 
mente para regiões restritas dispostas na molécula de Ag. Como os 
patógenos, ao longo de sua evolução desenvolveram múltiplos domí- 
nios moleculares nos componentes das várias estruturas que formam 
suas moléculas e/ou células. São valiosos na defesa do organismo nas 
infecções naturais. Continuam sendo reagentes valiosos tanto como 
meios de diagnóstico na identificação de patógenos como recursos de 
imunoterapia direcionada. 

e Ac monoclonais (AcM)*º: em 1975, Cesar Milstein e Georges Koller 
uniram fisicamente uma célula de mieloma expressando a caracteristica 
basica de células tumorais, que intrinsicamente se reproduzem indefi- 
nidamente, com uma célula B cujos receptores BCR ja diferenciados 
expressam as caracteristicas fundamentais de Ac de reconhecer e se 
combinar especificamente com o Ag que estimulou sua produção, 
resultando em uma célula híbrida, o hibridoma. Células de hibrido- 
mas retêm em si mesmas a capacidade de reprodução da célula mie- 
loma e produção de Ac de especificidade única. Hibridomas no sentido 
funcional são células imortalizadas. Estava desenvolvido um método 
de produção de Ac monoclonais”. Os dois cientistas foram laureados 
com o Prêmio Nobel para Fisiologia ou Medicina em 1984. AcMs 
tornaram-se ferramentas notáveis de investigação e esclarecimento de 
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pormenores essenciais da resposta imune. O mais emblemático: estabe- 
lecer, de forma definitiva, que cada clone de linfócitos expressa uma e 
apenas uma região hipervariável de Ac. Mais que emblemático: Cesar 
Milstein e Georges Kóller disponibilizaram esta soberba contribuição, 
através da Organização Mundial de Saúde (OMS), ao uso universal. 
Exemplo de positivação de “internacionalização” de conhecimento. 


Progressos em biotecnologia transformaram AcM, por sua característica 
de especificidade de reconhecimento, em moléculas transportadoras que 
levam até alvos específicos vasto repertório de moléculas efetoras: enzimas 
para tratamentos pró-drogas, toxinas para tratamento de tumores, vírus 
para terapia gênica, lipossomas, biossensores etc. 


a) 


Isotipos: são epítopos distribuídos nos domínios C, C,,,, C,,, e Cy; AC 
anti-isotipos são produzidos imunizando animal de uma espécie (coe- 
lho, por exemplo) com Ig de outra espécie (camundongo, por exemplo). 
Há subpopulações de anti-isotipos cada uma específica para um isotipo. 
Cada população de anti-isotipo pode ser purificada por imunoadsorções 
programadas. 

Alotipos: alelos são formas múltiplas de um mesmo gene. São epítopos de 
distribuição restrita aos dominios C,,,, C,,, e C,,,. Resultam de modifica- 
ções pequenas em certos nucleotídeos. Expressam-se em certos indivíduos 
de uma mesma espécie. Polimorfismo designa a ocorrência de múltiplos 
alelos em uma população. Ac antialotipos são produzidos imunizando 
animal de uma linhagem isogênica (camundongo BALB/c, por exemplo) 
com Ig de outra linhagem (camundongo C57B]/6, por exemplo). 
Idiotipos: são epítopos exclusivos às regiões V, e V, Estão localizados nas 
duas regiões hipervariáveis da Ig. Ac anti-idiotipos são produzidos usando 
como Ag, IgG-Ac monoclonal, e como produtor de anti-idiotipo animal 
da mesma linhagem. A identidade genética entre fornecedor de IgG e pro- 
dutor de anti-idiotipo garante que estes Ac sejam dirigidos exclusivamente 
aos domínios da região hipervariável. O uso de Ac monoclonal garante 
como antígeno a produção de Ac para um único idiotipo. 


12.5 FUNÇÕES DOS AC 


Os fragmentos Fab das Ig reconhecem o Ag livre ou apenso a patógenos, 
células infectadas ou cancerosas e através da região Fc promovem a eliminação 
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e/ou destruição do Ag. A ação neutralizante-destruidora do Ac ligado ao Ag 
organizando complexos Ac/Ag ligados na molécula-partícula-célula-alvo pode 
ser processada por quatro mecanismos: neutralização, opsonização, citoxici- 
dade mediada por células e Ac ou ativação do sistema complemento (SC). 


12.5.1 Neutralização 


Certos vírus, toxinas bacterianas e venenos animais causam doença 
ligando-se com proteínas constitutivas presentes na superfície da célula 
-alvo. Penetram a célula através de receptores. Uma vez dentro da célu- 
la-alvo, dependendo do resultado competitivo dos mecanismos acionados, 
sobrevivem, multiplicam-se e promovem destruição da célula-alvo, ou não 
se multiplicam e são destruídos. Em cada um desses eventos, diferentes pla- 
taformas intracelulares são ativadas. 

O reconhecimento de patógenos infecciosos (vírus, bactérias, fun- 
gos, protozoários) e não infecciosos (P-amiloide, ATP, glicose, hialuronas, 
cristais de ácido úrico, cristais de colesterol), denominados em conjunto 
PAMP (pathogen-associated molecular patterns), é mediado por recepto- 
res expressos em moléculas ou células do hospedeiro denominados PRR 
(pattern-recognition receptors) ou por Ac específicos. 

Entre os PRRs incluem-se “Toll-like receptors” (TLR) e os “cytoplasmic 
nucleic-acid receptors”*” RIG-I e Mdas. A proteína paracaspase MALTL1 
se combina com a ubiquitina E3 TRAF6 que se auto-ubiquitina e ubiquitina 
MALT1 e Bcl-10. Cria-se uma plataforma que ativa*? IKKy. IKK ativada fosfo- 
rila a parte IxBa do complexo IxBa-NfxB, tornando este bloqueador susceptível 
à degradação por proteosoma, liberando NFxB que se desloca para o núcleo da 
célula hospedeira onde irá ativar e/ou reprimir genes que ativam ou reprimem 
expressão de mediadores envolvidos na multiplicação e destruição de patóge- 
nos. Portadores de PAMP reconhecidos por PRR são transferidos em vesículas 
para o citoplasma da célula hospedeira. Ligantes endógenos particulados 
formados por sensores citoplasmáticos, como NLRP3, pertencente ao com- 
plexo molecular inflamasoma, reconhecem e processam no citosol patógenos 
inteiros ou seus produtos transferidos por Ac. Este complexo, através da inte- 
ração molecular entre diversos componentes, regula a ativação de caspase-l, 
que cataliza a clivagem dos precursores das citocinas pro-IL-1P e pro-IL-18 nas 
formas maduras ativas IL-1B e IL-18'°. PRR e os mecanismos que os modulam 
encaixam-se na imunidade inata. PRR reconhecem panoramas. 
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12.5.2 Opsonização 


Ac reconhecem detalhes. O encontro de Ac com Ag ligados na superfície 
de patógenos opsoniza, isto é, favorece em cerca de 4 mil vezes o encontro 
do Fc ligado ao Ac com receptores FcyRs de fagócitos. A fagocitose-en- 
docitose do patógeno opsonizado estimula vias intracelulares que inibem 
seu crescimento ou promovem sua destruição. Componentes menores da 
estrutura de patógenos, Ags, induzem a produção de Ac. Ag exibidos pelos 
patógenos infecciosos e não infecciosos interagem com os Ac que induziram. 
Imunecomplexos Ags-Ac ativam diferentes plataformas efetoras. Interagem 
com o sistema complemento (SC) e geram os peptídeos anafilatoxinas que 
medeiam inflamação e os fragmentos C3b, C4b, e CS5b que fazem pontes 
entre os patógenos e/ou suas moléculas com receptores de fagócitos, monó- 
citos, macrófagos, apresentadoras de Ags, células dendríticas, ou fontes de 
mediadores inflamatórios, mastócitos, eosinófilos, neutrófilos. CSb, adicio- 
nalmente, porém de modo não menos importante, inicia e integra o com- 
plexo C5b, C6, C7, C8, C9 (complexo lítico), que se insere irreversivelmente 
na membrana celular do patógeno e promove sua lise (Figura 12.5). 

Patógenos endocitados-fagocitados em vesículas citoplasmáticas ativam 
vários mecanismos que bloqueiam a multiplicação do patógeno e induzem 
sua destruição. Produção de citocinas e radicais ativos de O, fazem parte 
desse processo. À manifestação de alguns desses eventos foi recentemente 
explorada em experimentos de opsonização de bacilos BCG com Ac desen- 
volvidos em camundongos. BCG opsonisados são mais avidamente fago- 
citados in vitro por macrófagos em comparação com bacilos não opsoni- 
sados. Nos macrófagos infectados com bacilos opsonisados o número de 
bacilos reduz-se progressivamente com o tempo de incubação coincidindo 
com aumento significativo da expressão da enzima nitric oxide synthase e de 
óxido nítrico!!. Há observações semelhantes com outros patógenos. 


12.5.3 Citoxicidade mediada por células e Ac (ADCC) 


Quando um Ag é muito grande para ser fagocitado, a opsonização pode 
favorecer ligação do Fc do Ac ligado com certos tipos celulares potencial- 
mente citolíticos. Células NK, eosinófilos e em menor extensão neutrófi- 
los, monócitos e macrófagos aderem ao patógeno opsonizado e promovem 
sua destruição. A destruição do patógeno aderido decorre de aumento do 
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Figura 12.5 Vias de ativação do sistema complemento salientando ativadores, complexos moleculares organizados e a emergência dos 
efetores anafilatoxinas, opsoninas e complexo lítico. A ativação do sistema complemento inicia-se e estabelece-se através de três cascatas 
moleculares: via clássica (VC), via das lectinas (VL) e via alternativa (VA), resultando na organização de dois complexos enzimáticos, C3 
convertases e C5 convertases. Das ações dessas enzimas resultam produtos de clivagem, anofilatoxinas C3a, C4a e C5a, de opsonina 
C3b e de complexo molecular [C5b1-C61-C71-C81-C94]2 potencialmente citolitico. Sutil, porém importantes interconexdes ocorrem 
ao longo da ativação com utilização de determinados componentes já ativados em uma via por outra em paralelo. Imunocomplexos, 
algumas bactérias e vírus interagem com o componente (1 via o subcomponete C1q, rersultando na ativação do subcomponente Cls 
que cliva e ativa os componentes C4 em (4b e C4a e C2 em C2a e C2b. Polissacarídeos ricos em manose interagem com a proteína 
MBL (manose-binding lectin), o complexo resultante MBLpolissacarídeo rico em manose ativa as pré-proteases MASPs. MASPs ativadas 
divam C4 e C2 de maneira similar a Cls. A VA inicia-se espontaneamente após hidrólise do grupo tioéster presente na cadeia alfa da 
molecula de C3, fenômeno designado “tickover”. Formam-se, suscessivamente, os complexos enzimáticos C3 convertase de ativação 
e C3 convertase de amplificação. A adição de molécula adicional de C3b ùs enzimas C3 convertases C4bC2b e C3bBbP resulta na 
organização das C5 convertases C4bC2bC3b e C3bBbC3bP, que clivam C5 em C5a e C5b. C5b inicia a construção do complexo molecular 
[C5b1-C61-C71-C81-(94]2. 
Baseada em Dias da Silva (2012, Figura 2)**. 
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metabolismo celular com síntese de enzimas hidrolíticas e, às vezes, extrusão 
de granulações pré-formadas sobre o patógeno. 


12.5.4 Ativação do sistema complemento (SC) 


Imunocomplexos ativam a via clássica do SC, opsonizando o patógeno 
com fragmentos C3b do componente C3, preparando-o para ser fagocitado, 
liberando fragmentos mediadores dos eventos iniciais da inflamação, C3a, 
C4a e CSa produtos de clivagem dos componentes C3, C4 e CS e formando 
complexos macromoleculares C5b-C9 mediadores da lise do patógeno. 

O sistema complemento (SC) inclui cerca de três dezenas de proteínas, a 
maioria circula solúvel no sangue, na linfa e em outros fluidos interteciduais, 
e algumas presas na superfície de certos tipos de células. Quanto às funções 
gerais que desempenham durante o processo de ativação do SC, essas pro- 
teínas poderiam ser distribuídas em seis grupos: 

1) proteínas que servem para estabelecer o primeiro contato entre SC e patóge- 

nos, como os componentes Clqg, “mannose-binding lectin” (MBL) e C3; 

2) pró-enzimas que se ativam em seguida ao contato entre patógenos e SC, 
como os componentes Cir, Cls, MBL-associated serine proteases 1 e 
2 (MASP1 e MASP-2), C2, fator B, além de enzimas que circulam ativas 
como os fatores D e I; 

3) proteínas organizadoras de complexos para suporte de enzimas, como C3 
e C4; 

4) proteina estabilizadora de complexos enzimaticos ativados, a proper- 
dina (P); 

5) proteínas que regulam a ativação do SC, como inibidor de C1 (Clin), 
B1H, “decay-accelewrating factor” (CD55)(DAF), CR1, “membrane 
cofactor protein” (MCP) (CD46), vitronectina ou proteina S, “membrane 
inhibitor of reactive lysis protein” (CD59)(MIRL), e “homologous 
restriction factor” (HRF), também chamado “C8 binding protein, 
65kDa”;e 

6) proteinas que se agregam para formar complexos de ataque 4 membrana 
do patógeno, CS5, C6, C7, C8 e C9. 


O SC é ativado por três vias: via alternativa (VA), via das “mannose binding 
lectins” (VMBL) e via classica (VC). As enzimas resultantes da ativação dessas 
vias convergem para uma via comum, a via lítica (VL) (Figura 12.4). A VL 
envolve os componentes C3, fB, fD, e P. Íons de Mg* são necessários para sua 
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ativação. O componente C3 é uma glicoproteína de 195 kDa encontrada no 
sangue e nas secreções. É constituída de duas cadeias polipeptídicas, cadeia-a 
(125 kDa) e cadeia-f (75 kDa), ligadas por uma ponte dissulfeto. Na porção 
N-terminal da cadeia-a da molécula de C3 localizam-se dois sítios de impor- 
tância fundamental para a expressão de suas atividades biológicas: a ligação 
peptídica Arg 726-Ser 727, suscetível à clivagem pelas enzimas C3 convertases, 
e a sequência de aminoácidos hidrofóbicos Cys998 e Gln991, que formam um 
grupamento tioéster. fB é uma pró-serina protease de cadeia única de 93 kDa. 
fD circula aparentemente como enzima ativa. P é uma proteína de 56 kDa. 
Pode circular como monômero, dímero, trímero ou tetrâmero. 


12.5.4.1 Mecanismos de ativação da VA 


A ligação tioéster da molécula de C3 como fonte de energia química uti- 
lizável é o alvo das vias de ativação do SC. Apesar de protegida dentro da 
alça hidrofóbica da cadeia-a que incorpora os resíduos Cys998 e Gln991, 
cerca de 0,005% das moléculas de C3 espontaneamente incorporam uma 
molécula de H,O por minuto, na proporção de uma molécula de água por 
molécula de C3. No processo de incorporação de água, C3 é designado 
C3(H,0). A ligação tioéster é hidrolizada. Libera-se, durante o processo de 
hidrólise, a energia que estava armazenada. As moléculas de C3(H,O) podem 
utilizar a energia química liberada para construir ligações covalentes, éster 
ou amida, desde que estruturas contendo grupos -OH ou -NH estejam dispo- 
níveis e suficientemente próximas. C3 neste estágio com sua cadeia-a intacta 
é designado C3 reativo, abreviadamente C3*. Depois de um curto espaço de 
tempo, da ordem de milésimos de segundos, a energia química é liberada, 
perde-se e C3(H,O) se inativa. Nesse estágio, por analogia, a molécula de C3 
é designada C3 inativo, abreviadamente C3i1. De acordo com a ticking-over 
hypothesis, C3*, na presenga de ions de Mg** associa-se reversivelmente com 
fB. Nessa situação, fB é clivado por fD em dois fragmentos, um peptídeo 
pequeno, Ba, que se solta na fase fluida, e um fragmento maior, Bb, que 
contém o sítio enzimático de serina protease e que permanece ligado a C3*. 
Organiza-se a enzima C3*Bb, denominada C3 convertase de ativação da VA, 
de vida média bastante curta. O complexo se desfaz em frações de segundos 
a não ser que se ligue através de ligações éster ou amida com grupamentos 
-OH ou —NH, estrategicamente dispostos em estruturas da superfície celular. 

Células de mamíferos e mesmo de certos patógenos desenvolveram meca- 
nismos estratégicos de escape que eliminam ou inativam C3* e impedem a 
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organização do complexo C3*Bb. C3*Bb cliva C3* em C3a e C3b. Molé- 
culas de C3b, de maneira análoga à C3*, interagem com moléculas de fB 
para formar C3bBb, outro complexo com atividade enzimática. Esta enzima, 
conquanto de meia-vida mais longa do que C3*Bb, torna-se ainda mais está- 
vel, quando a ela se liga uma molécula de properdina (P). A enzima C3BbP, 
vida média da ordem de 10 a 12 minutos, é denominada C3 convertase de 
amplificação da VA. A amplificação, isto é, organização de C3BbP, favorece 
o hospedeiro, enquanto a inativação dessa enzima favorece o patógeno. Da 
clivagem de C3 entre os resíduos Arg 726 e Ser 727 da cadeia-a por essas 
enzimas resultam dois fragmentos, C3a e C3b, respectivamente de 9 kDa e 
186 kDa. C3a induz contração de músculo liso, aumento de permeabilidade 
vascular, desgranulação de mastócitos e quimiotaxia para leucócitos, sobre- 
tudo eosinófilos. É mediador dos eventos iniciais do processo inflamatório 
agudo. Quando se liga covalentemente na superfície de patógenos ou de imu- 
noglobulinas combinadas com antígenos, C3b é reconhecido por receptores 
CR1 (CD35) dispostos na membrana celular de fagócitos e de eritrócitos. No 
primeiro caso funciona como opsonina mediando fagocitose de patógenos e, 
no segundo, na remoção de imunocomplexos circulantes favorece a multipli- 
cação do patógeno. À inativação requer a intervenção de quatro proteínas 
distintas denominadas proteínas controladoras da ativação do SC: fator I, 
fator H, CR1 e MBP (CD46). Essas proteínas atuam colaborativamente entre 
si. Fator H, CR1 e MBP funcionam como cofatores, facilitando a remoção de 
um peptídeo, C3f, da cadeia-a de C3b pela enzima fator I. Na superfície das 
células do hospedeiro que expressam certos poliânions como ácido siálico, 
fator H liga-se a C3b com maior afinidade que fator B. Aborta-se a organi- 
zação de C3bBb; protege-se a célula de eventual fagocitose ou lise. Na super- 
fície de patógenos que não expressam poliânions, fator B liga-se com maior 
afinidade que fator H; favorece-se a formação de C3bBb; expõe o patógeno 
à fagocitose ou à lise. Amplificação leva à destruição do patógeno e controle 
da infecção; inativação permite sua sobrevivência e multiplicação. 


12.5.4.2 Via de ativação VMBL 


VMBL envolve os componentes “Lectin-Binding Protein”, (MBL) e as 
proenzimas associadas MASP-1 e MASP-2 (MBL-associated serine proteases 
1 ou 2) e uma proteína de baixo peso molecular sem atividade enzimática 
cuja função precisa ainda é desconhecida, denominada MAP-19 ou sMAP 
(small MBL-associated protein). Os componentes da VC, C4 e C2 são os 
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alvos das MASP ativadas. O reconhecimento na VMBL é feito pela proteína 
MBL pertencente á família das colectinas. VMBL é produzida pelos hepató- 
citos e é encontrada no sangue circulante e em outros fluidos orgânicos. Sua 
produção aumenta em resposta a infecções e a outras injúrias comportando- 
se como proteína de fase aguda. 

A molécula de MBL, como as demais colectinas, possui dois domínios 
distintos, um em forma de haste de estrutura semelhante à molécula de colá- 
geno (colágeno) e outro, multimérico de forma globular que contém a região 
lectina (lectina) que reconhece carboidratos. Íons de Ca** são absolutamente 
necessários para que MBL reconheça e se combine com carboidratos. O 
domínio lectina, como nos demais membros da família das colectinas, reco- 
nhece e interage com carboidratos dispostos de maneira particular sobre a 
superfície dos patógenos. A sequência de aminoácidos nesse domínio define a 
conformação e, portanto, o repertório da estrutura do carboidrato que reco- 
nhece. Esse detalhe de reconhecimento é importante porque os carboidratos 
da parede da célula microbiana são claramente distintos dos encontrados na 
superfície das células eucariotas. Por exemplo, as glicoproteínas presentes 
em células de mamíferos exibem cadeias laterais contendo galactose e ácido 
siálico como resíduos mais distais na estrutura da molécula, estruturas que 
não são reconhecidas por MBL. Portanto, MBL ignora carboidratos de célu- 
las de mamíferos, isto é, o que é “self” mas identifica carboidratos de células 
de microrganismos, isto é, o que é “nonself”. MBL é lectina do tipo-C, isto 
é, tons de Ca** são necessários para que interaja com o ligante. 

As formas ativas de MBL são homomultímeros de massa molecular da ordem 
de 200-600 kDa. Os homomultímeros são constituídos de 2 a 6 subunidades. 
Na estrutura da cadeia polipeptídica (31 kDa), distinguem-se três regiões: uma 
região N-terminal rica em resíduos do aminoácido Cys, uma região interme- 
diária semelhante à molécula de colágeno e uma região -COOH terminal que 
aloja o sítio para reconhecimento de carboidratos, “carbohydrate-recognition 
domain” ou CRD. Para formar uma subunidade, três cadeias polipeptídicas 
se acoplam, seus resíduos de Cys da região N-terminal se unem para ligar 
as cadeias através de pontes dissulfeto e as regiões semelhantes a colágeno 
se enovelam em tríplice-hélice para formar a haste da qual emergem os três 
CRD. Para formar homopolímeros, duas ou mais subunidades se ligam tam- 
bém região N-terminal, os mais comuns sendo com dois, três, quatro, cinco 
e seis subunidades. CRD reconhece um largo espectro de carboidratos ricos 
em hexoses, tanto não modificadas como manose, fucose, glicose e galactose, 
como modificadas, entre elas, N-acetilmanosamina e N-acetilglicosamina, 
expressas em vários micróbios, por exemplo, Pneumocystis carini, Listeria 
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monocytogenes, Neisseria meningitidis, virus da influenza virus do herpes etc. 
A baixa afinidade dos CRD para seus ligantes é compensada pela grande quan- 
tidade de carboidratos expressos na superfície dos microrganismos, o que per- 
mite o envolvimento simultâneo de múltiplos CRD. 

Microrganismos que expressam carboidratos reconhecíveis por MBL, uma 
vez adequadamente contendo MBL na superfície, podem ser opsonizados ou 
lisados. O complexo MBL-ligantes, em presença de íons de Ca**, ativa C4 e 
C2 e organiza a enzima C4bC2b, a enzima C3 convertase da VC. Para rea- 
lizar esses eventos, utiliza como substitutos de C1 as proenzimas MASP-1 e 
MASP-2 (MBL-associated serine proteases 1 ou 2) e uma proteína sem ati- 
vidade enzimática de baixo peso molecular cuja função precisa ainda é des- 
conhecida, denominada MAP-19 ou sMAP (small MBL-associated protein). 
fons de Ca** são absolutamente necessários para que MBL, MASP1 e MASP-2 
e sMAP se mantenham associados. O complexo MB-MASP-1-MASP-2 só 
exibe atividade de serina protease depois que MBL interage com seu ligante. 
O domínio enzimático de MASP-1 é homólogo ao de C1r, enquanto o cor- 
respondente de MASP-2 é idêntico ao de Cis. Após a interação entre MBL 
e ligantes, provavelmente por autoativação, um dos MASP se ativa e cliva o 
outro. Em seguida, MASP-2, como C1s ativado, que exibe atividade de serina 
-esterase, cliva C4 e C2 por processos semelhantes aos que se passam durante 
a ativação da VC, descrita a seguir. C envolve os componentes C1, C2 e C4. 
Íons de Ca** e de Mg** são necessários para que sejam ativados. 


12.5.4.3 Ativadores de VC 


a) Imunoglobulinas (Ig): Ig livres, não combinadas com o antígeno não 
ativam a VC. Domínios que se ligam a Clg, C,2 de IgG ou C,3 de 
IgM estão recolhidos na estrutura terciária do Fc das moléculas de Igs; 
expôem-se em seguida à interação do anticorpo com o antígeno, tanto 
em imunocomplexos (ImC) livres como ligados a células. À eficiência dos 
ImC na ativação do SC depende da relação molecular Ac/Ag. ImC forma- 
dos nas zonas de excesso de Ac com quatro ou mais moléculas de Ac por 
molécula de Ag são mais eficientes, enquanto ImC solúveis formados na 
zona de excesso de Ag praticamente não ativam. 

b) Proteína A de Staphylococcus aureus: trata-se de proteína de cadeia poli- 
peptídica única com duas partes distintasna região N-terminal há quatro 
regiões cada uma podendo ligar-se a uma molécula de IgG humana e 
a parte COOH terminal que ancora a proteína na parede da bactéria. 
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e) 


Esta proteína tem afinidade para o Fc de imunoglobulinas tanto humanas 
(IgG1 > IgG2 > IgG) como murinas (IgG2a > IgG2b > IgG3). Complexos 
formados por duas moléculas de imunoglobulinas e uma de proteina A, 
como ImC, ativam a VC. 

Proteína-C reativa (PCR): trata-se de uma B-globulina presente em quan- 
tidades traços no soro de indivíduos normais que aumenta durante infec- 
ções ou doenças inflamatórias (como artrite reumatoide), infarto do mio- 
cárdio, injúria do músculo esquelético por reperfusão sanguínea e outras. 
É sintetizada pelos hepatócitos. Consiste de cinco subunidades idênticas 
de 20 kDa a 30 kDa não covalentemente associadas e dispostas como pen- 
tâmero cíclico. Pertence à família de proteínas denominadas “pentraxin”. 
Cada uma de suas unidades expressa um sítio de ligação que reconhece 
sítios de ligação na molécula de fosfatidilcolina, componente do polis- 
sacarídio C encontrado em várias espécies de pneumococos. Reconhece 
também estruturas semelhantes de membranas e de componentes nuclea- 
res derivados de células lesadas do hospedeiro. PCR, como os demais ati- 
vadores da VC, ativa C1 e organiza C3 convertase; todavia, interfere na 
subsequente organização da CS convertase. PCR prepara patógenos para 
fagocitose, opsonisando-os com C3b, porém nao organiza o complexo 
citolitico C5b-C9 sobre sua superfície. 

Proteína amiloide P do soro e fibrilas da proteína B-amiloide: essa pro- 
teína ativa Cl de maneira semelhante à proteína C reativa. 

Certos retrovirus e micoplasmas: esses patógenos ativam Cl in vitro, 
porém ainda não se sabe a importância desse fenômeno in vivo. VC é 
iniciada pela interação entre ativadores e C1. O componente C1 inclui 
os subcomponentes Clq, Cir e Cls, que se associam na forma de um 
pentâmero, Clg1C1r2C1s2, cujas unidades são mantidas associadas 
por meio de ions de Ca**, circula livre, potencialmente ativo (menos 
de 1%) ou inativo (99%) associado a uma molécula do inibidor de C1 
(Clin). Clq é a unidade de reconhecimento, enquanto C1r (85kDa) e 
Cis (85kDa) funcionam como unidades catalíticas. C1q (462 kDa) é 
constituído de seis subunidades idênticas. Cada subunidade é formada 
por três cadeias polipeptídicas diferentes, A, B e C, contendo, respec- 
tivamente, 223-, 226- e 217- resíduos de aminoácidos. As seis subuni- 
dades enovelam-se para formar uma haste semelhante ao colágeno. Da 
haste projetam-se seis domínios de forma globular, cada um contendo 
as sequências que se ligam aos ativadores da VC. A molécula de C1 só 
se ativa quando o subcomponente Clq interage simultaneamente com 
Fc em dois sítios de ligação vizinhos. Esse fato explica por que ImC 
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formados de IgM e de certos isotipos de IgG são mais eficientes para 
ativar a VC que outros. Nos ImC em que o anticorpo é IgM, mesmo 
quando com relação Ac/Ag = 1, esta única molécula de IgM poderá 
fornecer cinco sítios Fc suficientemente próximos para ativar Cl. Já 
nos ImC em que o anticorpo for IgG, a relação Ac/Ag deverá ser no 
mínimo igual a 2 para que tal ImC interaja com dois sítios globulares 
de C1g. Dois domínios de forma globular de Clqg, no mínimo, têm de 
se ligar simultaneamente à molécula do ativador para que haja resso- 
nância na molécula de Clq e ocorram as modificações estruturais que 
levam à ativação autocatalítica de uma das moléculas Clr do com- 
plexo C1. Por este processo Clr é clivado, e o fragmento ativo de 28 
kDa que retém o sítio de serina-protease cliva e ativa a outra molécula 
de Clr. As duas moléculas de Clr, agora expressando atividade enzi- 
mática de serina-protease, clivam C1s, liberando seu fragmento ativo 
C1s (28 kDa), também com atividade de serina-esterase. ClIn, uma 
glicoproteína de cadeia única altamente glicosilada de 105 kDa, per- 
tence à família de proteínas que inibem serina-proteases, denominada 
“serpins”, de “serine proteinases inhibitors”. Contém cerca de 35% de 
carboidratos ligados na cadeia polipeptídica por ligações N- e O-. A 
molécula de ClIn consiste em uma região globular terminal e de uma 
haste N-terminal rígida, rica em carboidratos ligados a seis ou sete 
domínios formados pela sequência Glu(Gln)-Pro-Thr-Thr. No domínio 
COOH terminal encontra-se uma alça, que contém o centro reativo, 
muito sensível à proteólise. O centro reativo assemelha-se aos centros 
reativos encontrados em outras proteínas. O centro ativo, enquanto 
íntegro, mantém inativos Clr2 e C1s2 ligados a Clq. Nesta situação, 
suas regiões globulares estão não covalentemente ligadas ao sítio ativo 
de C1r. C1In tem afinidade para o domínio catalítico de Clr. Duas 
moléculas de C1 ligam-se a um dímero de Clr e impedem sua ativa- 
ção. A presença de ClIn no sítio ativo de Clr impede a ativação do 
componente C1. CiIn e Clr estão em permanente equilíbrio: continua- 
mente se associam e se dissociam. Em condições normais, apenas 1% 
de C1In encontra-se livre no plasma. Na presença de ativadores da VC, 
o complexo C1-C1In se dissocia, Clg liga-se aos domínios adequados 
do ativador e previne a reassociação C1-C1In. C1 é ativado como já 
descrito e C1s ativado cliva C4 e C2. Os componentes C4 e C2 são os 
substratos naturais das enzimas ativadas Cls e MASP-2, que, como 
vimos, são as enzimas efetoras das vias VA e VMBL. Cl e MASP-2, 
como já vimos, são serina-esterases. C4 é uma glicoproteína de 210 
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kDa encontrada no soro na concentração de 200 mg/mL a 600 mg/ 
mL. Uma ligação tioéster similar à encontrada em C3 encontra-se na 
sequência Cys 991-Gly-Glu-Glu-994-Gln. Há, na população humana, 
duas isoformas de C4, C4A e C4B. O grupo tioéster de C4A forma 
ligação amida com grupos -NH, de proteínas; é a isoforma que se 
liga, preferencialmente, com moléculas de anticorpo em IMCs. C4B, 
ao contrário, forma ligação éster com grupos -OH de carboidratos; é 
a isoforma que se liga preferencialmente, na superfície de microrganis- 
mos. A diferença funcional entre as duas isoformas de C4 é influen- 
ciada pelo resíduo X- 1106, situado em sequência: Asp, isoforma A, 
orienta para ligação amida; His, isoforma B, orienta para ligação 
éster. A formação de amida ou de éster previne a hidrólise e estabiliza 
C4b na superfície do patógeno. Parece ser o mecanismo que orienta o 
restante da cascata do SC para a superfície do patógeno, lugar onde o 
anticorpo deveria estar exercendo sua ação. C1 ativado em presença de 
ions de Mg** cliva C4 na sequência Arg 76 - Ala 77 da cadeia-a e libera 
dois fragmentos, C4a e C4b. C4a (8,6 kDa), o segmento N-terminal 
da cadeia-a, é uma das três anafilatoxinas, difunde-se na fase fluida e 
exerce suas atividades inflamatórias. C4b (+ 201 kDa) retém a maior 
parte da cadeia-a e as cadeias b e g íntegras. Com a remoção de C4a, 
a ligação tioéster de C4b expõe-se ao ataque por grupos nucleofilicos. 
Inativa-se por dois mecanismos: (a) por hidrólise (o produto inativo é 
referido como iC4b); e (b) pelo fator I, uma serina-protease normal- 
mente ativa que, em conjunção com os cofatores C4bp “C4 binding 
protein” ou CR1, subcliva C4b e libera o fragmento maior C4c. O 
fragmento C4d de 380 resíduos de aminoácidos permanece na superfí- 
cie do patógeno ou do ImC. As moléculas de C4b que sobreviverem, se 
suficientemente próximas entre si nos ImC livres ou apensos na super- 
fície de patógenos, podem formar ligações covalentes éster ou amida. 


12.5.4.4 Via lítica (VL) 


VL envolve os componentes C5, C6, C7, C8 e C9. Estima-se que as enzi- 
mas, C3(H,O)Bb (C3 convertase de iniciação da VA), C3bBbP (C3 conver- 
tase de amplificação da VA) e C4bC2b (C3 convertase da VC) produzam e 
depositem 2 x 10° moléculas de C3b a cada cinco minutos sobre a superficie 
do patógeno. Essa vasta e rápida saturação da superfície com moléculas de 
C3b prepara o patógeno para destinos diferentes: moléculas de C3b ligadas, 
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porém isoladas, são reconhecidas pelos receptores CR1 (CD35) e fagocita- 
das; moléculas de C3b que se incorporam nas C3 convertases reorientam os 
sítios ativos dessas enzimas para clivar CS e construir o complexo de ataque 
a membrana (membrane attack complex - MAC). Na construção de MAC, 
participam as enzimas C3bBbPC3b (CS convertase da VA) e C4bC2b C3b 
(C5 convertase da VC) e os componentes C5, C6, C7, C8 e C9. 


e C5: Proteína de 190 kDa encontrada no soro na concentração de 80 
mg/mL. É formada por duas cadeias polipeptídicas, cadeia-a (115 
kDa) e cadeia b (75 kDa), ligadas por uma ponte dissulfeto. Compar- 
tilha certas regiões de homologia com C3 e C4, mas não possui liga- 
ção tioéster. As CS convertases C3bBbPC3b (da VA) e C4bC2b C3b 
(da VC) clivam a molécula de CS na porção N-terminal da cadeia-a 
e liberam um fragmento de 11 kDa com potente atividade de anafi- 
latoxina, denominado CSa. O restante da molécula, CSb (180 kDa), 
é constituído pelo fragmento que sobrou da cadeia-a e pela cadeia-b 
íntegra. O restante da cadeia-a e a cadeia-b permanecem ligados entre 
si pela ponte dissulfeto. O rearranjo na estrutura tridimensional cau- 
sado pela clivagem na cadeia-a permite que a molécula de CSb se 
acomode, sem se ligar, sobre a membrana celular do patógeno. Cada 
molécula de C5b depositada na membrana celular do patógeno ser- 
virá de plataforma para a organização de MAC. 

e C6 e C7: C5b associado com qualquer das duas C3 convertases na 
superfície celular do patógeno é lábil. Seus sítios de ligação para o 
componente seguinte, C6, na sequência de organização de MAC, ina- 
cessiveis na molécula integra de C5, inativam-se em dois minutos. A 
ligação com C6 estabiliza esses sítios. C6 é uma proteína de cadeia 
única de 128 kDa encontrada no soro na concentração de 45 mg/ 
mL. O complexo C5bC6 não possui atividade enzimática. Sua fun- 
ção é ligar C7, outra proteína de cadeia única de 121 kDa presente 
no soro na concentração de 90mg/mL. Com a ligação de C7 ocor- 
rem modificações estruturais no complexo C5bC6C7, exposição de 
varias regiões hidrofóbicas antes recolhidas e protegidas de contato 
com água da fase fluida fisiológica nas moléculas dissociadas. O com- 
plexo C5bC6C7 passa a ser lipofílico e se insere na dupla camada de 
fosfolipídios da membrana celular ou do envelope viral. O complexo 
CSbC6C7 que se ligar com imunocomplexos livres não depositados 
na membrana celular de patógenos ou no envelope viral rapidamente 
é desligado e se dispersa na fase fluida. Nessa situação, conquanto 
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sejam instáveis com meia-vida da ordem de 0,1 segundo, podem, caso 
encontrem patógenos disponíveis, inespecificamente se incorpor na 
sua membrana e provocar lise. 

e C8e €9: após inserir-se na dupla camada lipídica da membrana celu- 
lar, o complexo CSbC6C7 funciona como receptor para o compo- 
nente C8. C8, proteína de 155 kDa, ao contrário das demais proteí- 
nas da via comum, é um heterodímero composto de três cadeias, a 
(64 kDa), b (64 kDa) e g (22 kDa). As cadeias g e a são unidas por 
uma ponte dissulfeto. A molécula de C8, quando se associa ao com- 
plexo C5bC6C7, passa por modificações estruturais que permitem a 
inserção de sua cadeia-g na membrana celular. De imediato, ocorrem 
duas consequências: o complexo CSbC6C7 se estabiliza e se formam 
poros com cerca de 10 À de diâmetro nos sítios de inserção do novo 
complexo CSbC6C7C8. Células contendo o complexo CSbC6C7C8 e 
que expressam esses pequenos poros já são ligeiramente suscetíveis à 
lise. Lise explosiva só se manifesta depois que moléculas de C9, uma 
proteína “perforina-símile” de 79 kDa encontrada no soro na con- 
centração de 60 pg/mL, se agregam ao complexo C5bC6C7C8. Molé- 
culas de C9, variando de 4 a 9, polimerizam-se logo que contatam o 
complexo e completam a estrutura final de MAC, CSbC6C7C8C9_). 
Esse complexo se dimeriza e dá origem a um microtubo cilíndrico 
com cerca de 100 Á de diâmetro que atravessa a bicamada de fosfo- 
lipídios da membrana celular e estabelece comunicação entre o meio 
externo e o citosol. Tal microtubo permite o tráfico de água e de íons, 
particularmente Ca**, em direção ao citosol, de modo que a célula 
se intumesce e explode. Determinações feitas por Manfred Mayer 
(1964) demonstraram que a efetiva inserção de uma única molécula 
de MAC na membrana celular é suficiente para causar lise da célula. 
Tal verificação permitiu a elaboração da “one-hit theory”. De acordo 
com essa teoria, a inserção efetiva de apenas um complexo MAC na 
membrana celular do patógeno ou de células eucariotas é suficiente 
para provocar lise e morte celular. 


12.5.5 Regulação das vias de ativação 
As várias etapas da cascata de ativação do SC são reguladas e rigida- 


mente controladas por proteínas reguladoras, ou solúveis na fase fluida ou 
imobilizadas na membrana da célula-alvo. As proteínas reguladoras agem 
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em pontos estratégicos da ativação do componente C1, das C3 e CS conver- 
tases e na organização do complexo lítico C5b-C9. 


e Regulação da ativação de Cl: a ativação do complexo C1 é monito- 
rada pelo inibidor de C1, C1In, uma glicoproteína de cadeia única 
altamente glicosilada de 105 kDa. Mais informações sobre a estru- 
tura de C1In e sobre como funciona podem ser encontradas na seção 
sobre ativação de C1 deste capítulo. A organização, ativação e ativi- 
dade enzimática das enzimas C3 e C5 convertases são monitoradas 
pelas proteínas C4bp (C4 binding protein), DAF (decay-accelerating 
factor), CR1 (C3b receptor) e MCP (membrane cofactor protein). À 
exceção de C4bp, que é envolvida somente no controle de ativação da 
VC, as demais funcionam nas duas vias. À dissociação espontânea das 
C3 convertases é potencializada pelas proteínas C4bp, DAF e MCP. 
As proteínas C4bp e CIR facilitam a degradação por clivagem de C3b 
e C4b dissociados dos complexos C4bC2b ou C3bBb por fator I, uma 
serina-protease de duas cadeias polipeptídicas glicosiladas unidas por 
ponte dissulfeto, encontrada no soro ou plasma na sua forma ativa. A 
alta especificidade de fator I para C4b ou C3B explica a resistência de 
outras proteínas plasmáticas à sua ação enzimática; a concentração 
plasmática normal de C4bp no soro é bem mais elevada do que C4b 
resultante da dissociação de um único sítio de interação entre C4bp- 
C4b. Assim, na maioria das situações a concentração de C4bp excede 
significativamente as pequenas quantidades de C4b geradas durante 
a ativação da VCO, permitindo que C4b seja inativado. A proteína 
DAF está ligada na membrana dos eritrócitos por uma âncora de gli- 
cosilfosfatidilinositol. A única atividade expressa por DAF é dirigida 
para as enzimas C3 convertases. DAF age, de um lado, facilitando 
a dissociação das subunidades das enzimas C3bBb e C4bC2b e, de 
outro, prevenindo a organização dessas enzimas. DAF não possui 
atividade de cofator para fator I e não exerce funções de receptor, 
embora possua expressiva afinidade para C3b e C4b. MCP possui 
potente atividade de cofator, quase que exclusiva, para fator I sobre 
C3b na fase fluida, ou C3b aderido a moléculas solubilizadas. O fator 
H humano é sintetizado como cadeia polipeptídica de 1.231 resíduos 
de aminoácidos; peptidases removem de tal cadeia dois pepetídios, 
um de 18 resíduos na região -NH,-terminal e outro de 2 aminoácidos 
na região -COOH terminal, resultando na proteína nativa com 1.211 
resíduos de aminoácidos. A molécula de fator H nativa contém 9 
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sítios potenciais de glicosilação, é organizada em 20 domínios CCPR 
e funciona como cofator na clivagem de C3b das C3 convertases da 
VA pelo fator I. A regulação do complexo citolítico C5b-C9 é reali- 
zada essencialmente nos níveis da associação de C8 e C9 a C5b-C7. 
Uma das proteínas ativas nessa regulação, denominada homologous 
restriction factor (HRF), foi isolada de eritrócitos humanos. HRF é 
uma proteína de 65 kDa, que, como DAF, está ligada na membrana 
dos eritrócitos por uma âncora de glicana fosfatidilinositol. Tal pro- 
teína está presente também na superfície de plaquetas, neutrófilos e 
monócitos e possui elevada afinidade para C9. HRF inibe a formação 
de canais pelo complexo C5b-C8, C5b-C9 e a polimerização de C9. 
Anticorpos anti-HRF aumentam em cerca de 20 vezes a lise de eritró- 
citos humanos pelo complexo C5b-6,7,8,9, porém não interfere com 
a adesão de CSb6-7 aos eritrócitos. Uma outra proteína que inibe a 
formação de canais na lise causada por ativação do SC, denominada 
membrane inhibitor of reactive lysis (MIRL), restringe a organização 
do complexo citolítico C5b-C9 no nível da membrana da célula-alvo. 
MIRL é uma proteína de 18 kDa a 20 kDa, idêntica ao antígeno 
CD59, e é encontrada em leucócitos e em células endoteliais 


12.5.6 Atividades biológicas derivadas de 
componentes do sistema complemento 


Fragmentos mediadores da inflamação e promotores de fagocitose são 
liberados dos componentes C3, C4 e CS por enzimas ativadas na cascata de 
ativação do SC. 


e Peptídeos mediadores da inflamação: peptídeos com atividade infla- 
matória são liberados por clivagem enzimática dos componentes C3, 
C4 e C5, denominados, respectivamente, C3a, C4a e CSa. Esses pep- 
tídios reproduzem, in vitro, fenômenos típicos da reação anafilática, 
como contração espasmódica do músculo liso, seguida de taquifilaxia 
depois de algumas aplicações da mesma dose; aumento da permeabi- 
lidade vascular, quimiotaxia para leucócitos e ativação de certas célu- 
las particularmente mastócitos com liberação de mediadores como 
histamina e leucotrienes. Os peptídeos C3a, C4a e CSa são coletiva- 
mente designados pelo termo de significação ambígua “anafilatoxi- 
nas”, introduzido por Friedberger em 1910 para designar a “toxina 
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anafilática” formada no soro por imunocomplexos e que reproduzia 
alguns sintomas da reação anafilática. C3a é produzido por clivagem 
de C3 pelas enzimas C3bBbP e C4bC2(C2a-C2b), tripsina e plasmina. 
Produz edema na pele humana na concentração de 101º a 1012 M. 
Consta de 78 resíduos de aminoácidos, tendo Ser na porção NH, 
terminal e Arg na porção -CooH terminal. À expressão de suas ati- 
vidades biológicas depende da integridade do oligopeptídio -COOH 
terminal Leu-Gli-Leu-Ala-Arg. Há no plasma uma carboxipeptidase 
N, com massa molecular de 300 kDa, que remove o resíduo -COOH 
terminal Arg de C3a e abole suas propriedades biológicas. Como vere- 
mos adiante, no item sobre receptores para fragmentos ativos do SC, 
esse resíduo de Arg deve participar na ligação de C3a com seus recep- 
tores celulares C3a/C4a-R, encontrados em mastócitos, basófilos e 
fibra muscular lisa. C4a é produzido por clivagem de C4 pela enzima 
C1s, possui estrutura semelhante ao C3a, mas sua afinidade para 
receptores celulares é bem inferior à de C3a. CSa resulta da clivagem 
de CS pelas enzimas C3bBbP e C4bC2(C2a-C2b), tripsina e plasmina. 
Além das atividades que exercem C3a e C4a, CSa é um potente fator 
quimiotático para polimorfonucleares, para basófilos e para macró- 
fagos. Conquanto as atividades biológicas de C3a/C4a e CSa sejam 
redundantes, CSa se distingue estruturalmente pela presença de um 
oligossacarídio complexo de mais ou menos 3 kDa contendo de 3 a 4 
manoses, 2 galactoses, de 3 a 4 galactosaminas e de 3 a 4 resíduos de 
ácido siálico apensos ao resíduo de Asp, posição 4 de sua sequência de 
aminoácidos. Difere, ainda, das duas outras anafilatoxinas pelo fato 
de preservar sua atividade quimiotática, porém não suas atividades 
anafilotóxicas após remoção do resíduo Arg-COOH terminal (C5-des 
Arg). CSa interage com receptores CSa-R. 

e Opsoninas: moléculas de C3b covalentemente ligadas na superfície de 
patógenos ou de imunocomplexos livres interagem com receptores da 
superfície de fagócitos, CR1, CR2, CR3 e Cr4. 


12.6 RECEPTORES CELULARES PARA FRAGMENTOS 
DE COMPONENTES DO SISTEMA COMPLEMENTO 


Como vimos, da ativação do SC resultam produtos de clivagem biologica- 
mente ativos, alguns maiores outros menores, principalmente dos componen- 
tes C3, C4 e CS. Esses produtos, para expressar suas atividades, interagem 
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com receptores dispostos na superficie de diferentes tipos celulares. Das 
interações resultam sinais dirigidos ao citoplasma onde são acionadas dife- 
rentes e complexas vias de ativação. Algumas promovem reorganização do 
citoesqueleto celular que se manifestam na forma de extrusão de grânulos, 
secreção de produtos, emissão de pseudópodos e movimentação da célula; 
outras, na ativação em cascatas de enzimas e de mensageiros intermediários 


que ativam certos genes e produzem mediadores. Os seguintes receptores 
serão analisados: CR1, CR2, CR3, Clqg-R, C3a-R e CSa-R. 


e CR1 (CD35): este receptor é uma glicoproteína de cadeia única, 
massa molecular 165 kDa a 280 kDa, com as três regiões, extracelu- 
lar, transmembrânica e intracelular. Possui alta afinidade para C3b 
e C4b e, em menor extensão, para iC3b. Os quatro alótipos mais 
comuns, tipo A (190 kDa), tipo B (220 kDa), tipo C (160 kDa) e 
tipo D (250 kDa) são codificados por genes localizados em alelos de 
um único locus. Essas formas de CR1 são difusíveis e espalhadas na 
membrana celular de fagócitos e eritrócitos. A região extracelular, 
que interage com os fragmentos C3b e C4b consistem de uma série 
de complement control protein repeats (CCPR) dispostos em qua- 
tro domínios: A, B, C, D (Figura 12.15). Os quatro alótipos de CR1 
são identificados pela ausência de determinados CCPR. O número 
de CR1 varia de 300 a 1.000 nos eritrócitos e de 5.000 a 30.000 nos 
leucócitos. Como no sangue circulante o número de eritrócitos é cerca 
de mil vezes maior que o número de leucócitos, mais de 90% do total 
de CR1 encontram-se nos eritrócitos. CR1 exerce quatro funções: (A) 
Regulação das C3 convertases: CR1 ao ligar-se com C4b, na C3 
convertase da VC, ou com C3b, na C3 convertase da VA, acelera a 
desativação dessas duas enzimas; funciona como co-fator para o fator 
I (consultar Seção “Regulação da ativação do SC”). (B) Fagocitose ou 
endocitose: CR1 é encontrado nos fagócitos macrófagos e neutrófilos; 
habilita essas células a reconhecer e fagocitar micróbios patogênicos 
ou endocitar imunocomplexos, opsonisados com iC3b, C3b e C4b 
(consultar Seção “Fagocitose”); as moléculas de CR1 liberam a partí- 
cula fagocitada ou endocitada no fagolissosoma e retornam a superfi- 
cie do fagócito, prontas para reconhecer novas partículas opsonisadas 
com fragmentos de C3 ou de C4. (C) Remoção de imunocomplexos 
do sangue circulante: anticorpos são continuamente produzidos e 
liberados no sangue circulante, principalmente durante processos 
infecciosos e doenças autoimunes. Esses anticorpos se combinam com 
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os antígenos formando imunocomplexos de diferentes tamanhos e 
relação molecular antígeno-anticorpo. Imunocomplexos nas zonas de 
excesso de anticorpo ou de equivalência, ao contrário dos imunocom- 
plexos na zona de excesso de antígeno, ativam eficientemente o SC. 
Moléculas de C3b agregadas nos fragmentos Fab do anticorpo, par- 
ticipam na eliminação dos imunocomplexos do sangue circulante por 
dois mecanismos distintos: solubilização dos imunocomplexos disper- 
sos na fase líquida do sangue ou sua adesão nas moléculas de CR1 de 
eritrócitos. Imunocomplexos menores e quando em pequenas quanti- 
dades são eficientemente solubilizados; imunocomplexos maiores e em 
grandes quantidades são transportados pelos eritrócitos e entregues 
para macrófagos residentes principalmente dos capilares sinusoides do 
fígado e baço onde são removidos e destruídos. Nas situações em que 
há excesso de produção de anticorpos, deficiências de componentes 
do SC ou do receptor CR1, os imunocomplexos que se formam no 
sangue circulante depositam-se nos tecidos e causam inflamação. (D) 
Potencialização do processamento de antígenos: CR1 expresso em 
linfócitos B e células dendríticas pode participar no processamento 
e apresentação de antígenos. Esse efeito seria consequência direta da 
fagocitose e digestão no fagolissosoma de imunocomplexos e micró- 
bios contendo C4bC3b, C3dg, C3d na superfície. Peptídeos microbia- 
nos inseridos patógeno ou livres ambos ligados a anticorpos e opsoni- 
sados com fragmentos de C3b ou C4b, resultantes da digestão, seriam 
apresentados sobre produtos de MHC a linfócitos T. 

CR2(CD21). Este receptor é uma glicoproteína integral de membrana 
de cadeia única, massa molecular 140kDa com as três regiões, extra- 
celular, transmembrânica e intracelular. CR2reconhece C3dg e C3g, 
produtos resultantes da clivagem de C3b. As funções primárias de CR2 
são essencialmente as mesmas de CR1: opsonisação, remoção de imu- 
nocomplexos da circulação e apresentação de antígenos a linfócitos T. 
CR2 é encontrado na superfície de linfócitos B e de células epiteliais. 
Nos linfócitos B participa ativamente no reconhecimento de sinais 
para estimulação do ciclo celular e da diferenciação. O vírus Episten 
-Barr (VEB), causador da mononucleose infecciosa aguda, infecta os 
linfócitos B através de CR2. A proteína gp350/220 deste vírus possui a 
sequência “LEDPGFFNVE-, homóloga à sequência -EDPGKSLYNVE- 
encontrada nos fragmentos C3dg e C3d de C3. C3dg, C3d e VEB 
provavelmente interagem com CR2 através dessa sequência. CR2 é 
expresso nos linfócitos B associado com a proteína CD19 formando o 
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correceptor CR2/CD19. Este correceptor coopera com o receptor BCR 
(Ig monomérica ligada à membrana mais o complexo acessório Igo/Igf 
requerido para a sinalização intracelular) na indução da resposta do 
linfócito B. Quando os receptores BCR dos linfócitos B são estimula- 
dos pelo antígeno e o CR2 do correceptor está com fragmentos de C3 
ligados, a resposta do linfócito B é mais vigorosa. 

e CR3 (Mac-1; CD 11c/CD18). Este receptor é um heterodímero for- 
mado de duas subunidades, as cadeias polipeptídicas a (150 kDa) e 
b (95 kDa), associadas não covalentemente. Reconhece o fragmento 
iC3b resultante da clivagem de C3. É encontrado na superfície de leu- 
cócitos polimorfonucleares, monócitos e linfócitos. 

e C1g-R. Este receptor é uma proteína de cadeia única de 65 kDa, encon- 
trada na superfície de linfócitos B, neutrófilos, monócitos, fibroblas- 
tos e em plaquetas. Reconhece e interage com domínios situados na 
porção colágeno-símile de Ciq.C3a/C4a-R e C5-R. São encontrados 
em número elevado em mastócitos, basófilos, eosinófilos e fibras 
musculares lisas, e em número reduzido em monócitos e neutrófilos. 
Esses receptores são constituídos de uma cadeia polipeptídica única, 
caracterizada pela presença de sete domínios hidrofóbicos cada 
um interposto entre duas regiões hidrofílicas adjacentes. Os sete 
domínios hidrofóbicos estão inseridos na membrana celular e as 
regiões hidrofílicas formam seis alças, sendo três na face extracelular e 
três na intracelular da membrana celular. Na região NH, extracelular 
encontra-se o domínio que reconhece os ligantes C3a/C4a ou CSa. Na 
face intracitosólica, na alça hidrofílica vizinha da porção COOH ter- 
minal encontra-se o sítio de agregação do receptor com a proteína G. 
A proteína G é formada de três subunidades, a, B e y. No estado não 
ativado, as subunidades a, B e y acham-se unidas entre si; a subunidade 
a está ligada a uma molécula de GDP (guanosina difosfato). Quando 
os ligantes C3a/C4a ou CSa interagem com os receptores, a molécula 
de GDP é fosforilada, transforma-se em GTP e a porção G-a(GTP) se 
desloca do complexo G-a(GDP)ßy. O complexo G-a(GTP) pode ativar 
três importantes grupos de proteínas associados à membrana celular: 
adenilciclase, certas fosfolipases y e canais de íons. O resultado da ati- 
vação da proteína G depende da célula onde houve a interação receptor 
-ligante: extrusão de grânulos e liberação de mediadores como hista- 
mina, produtos derivados do ácido aracdônico, enzimas (mastócitos e 
basófilos), contração (fibras musculares lisas), ou quimiotaxia, emissão 
de pseudópodos, movimentação e fagocitose (neutrófilos, eosinófilos e 
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macrófagos) À Figura 12.5 resume os principais eventos que ocorrem 
na ativação do SC”. 


12.7 IG IGY 


A galinha (Gallus gallus), como as aves em geral, produz anticorpos 
conhecidos como IgM, IgA e IgY. Esses anticorpos, produzidos pelo sistema 
imune e liberados no sangue circulante, são ativamente transferidos para o 
ovo. IgM e IgA se concentram na clara e IgY na gema, onde atinge concen- 
trações de 10 mg/L a 20 mg/L. O tempo de transferência de anticorpos IgY 
do sangue circulante para a gema varia entre 3 a 7 dias. IgY, massa mole- 
cular de 167,2 kDa, possui estrutura molecular semelhante a IgG de mamí- 
feros: duas cadeias leves (L) associadas a duas cadeias pesadas (H). Como 
em mamíferos, cada cadeia L (massa molecular, 18kDa) possui um domínio 
variável e um constante, enquanto cada cadeia H (massa molecular, 65,1 
kDa) possui um domínio variável e quatro constantes. As regiões variáveis 
(V) das cadeias L e H como em IgG de mamíferos estão justapostas de modo 
a criar parátopos que reconhecem e se combinam com a região do epíto- 
pos do antígeno. A molécula de IgY está esquematicamente representada na 
Figura 12.6. 

Como em mamíferos, cerca de 10!! configurações diferentes, bem acima 
do necessário para cobrir o número de epítopos existentes na natureza, são 
teoricamente possíveis. Nas aves, a cadeia L das Ig é codificada pelos genes 
V, (região variável), J, (região de junção) e C, (região constante), enquanto a 
cadeia H é codificada pelos genes V,,, (região variável), J, (região de junção) e 
D, (região de diversidade). Os genes completos que codificam Ig funcionais se 
organizam acoplando-se linearmente um em seguida ao outro após eliminação 
das regiões não codificantes que os separam. As cópias únicas dos genes V, e 
V, amplificam-se para gerar a diversidade dos anticorpos existentes na natu- 
reza por mutação somática pontual, e, em maior extensão, graças a grupos de 
pseudogenes associados a esses genes. Logo que genes V, e V,, se acomodam, 
os pseudogenes contendo as diferentes variantes substituem as sequências dos 
genes que codificam V, e V,, processo denominado conversão gênica. 


* A importância do sistema complemento como fonte de mediadores da inflamação e de envolvimen- 
to na destruição de patógenos tanto na imunidade natural como na adquirida justifica sua inclusão 
neste capítulo. 
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Figura 12.6 Esquema da molécula da imunoglobulina IgY. 


Dados quantitativos 

Com 150 genes V , 5 genes J e até 10 possíveis uniões VJ juntos, o número 
total de cadeias leves (L) x possíveis é de 7.500. Com 80 genes V, 50 genes D 
e até 100 maneiras diferentes de produtivamente obter-se V-D e D-), há 2,4 
milhões de cadeias pesadas (H) possíveis. Assim, há 7,5 mil x 2,4 milhões, ou 
18 bilhões de anticorpos diferentes possíveis, que se acrescem por mutações 
somáticas, podendo chegar a 10!! recombinações diferentes. Informações 
detalhadas encontram-se nas referéncias!*"'°. 


Concentração de anticorpos IgY na gema 

À concentração de IgY na gema varia de acordo com a raça ou linhagem 
genética: Single Comb White Leghorn 2,21 + 0,44 [SD] mg/mL; SLU-1329 
1,95 + 0,48 mg/mL; Rhode Island Red 1,68 + 0,50 mg/mL (14,0). 


Parâmetros físico-químicos dos Ac de galinha 

O ponto isoelétrico da IgY é da ordem de 5,7 a 7,6. Anticorpos IgY são 
sensíveis a pH ácido da ordem de 3,0 a 4,0 e ao armazenamento por tem- 
pos longos a -20 ºC, porém são estáveis a -70 “ºC. Tal como anticorpos IgG 
de mamíferos, anticorpos IgY expressam especificidade, afinidade e avidez 
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para o antígeno. À região Fc de IgY, mais longa que a correspondente de IgG 
de mamíferos é bastante hidrofóbica. Esta propriedade favorece a adsorção 
de IgY em partículas de látex sem perda apreciável de seu poder de combinar 
com o antígeno, condição importante para o desenvolvimento de kits 
de diagnóstico”. 


12.8 ANTÍGENOS E IMUNÓGENOS 


Antígenos (Ag) são substâncias reconhecidas especificamente por recep- 
tores dispostos na superfície de Lt, Lb e de Ig. Imunógenos são antígenos 
que, além de serem reconhecidos, estimulam linfócitos e induzem resposta 
imune adaptativa. Portanto, todos os imunógenos são antígenos, mas nem 
todos os antígenos são imunógenos. Ig, Lt e Lb interagem especificamente 
com o Ag através de receptores. Receptores são proteínas que contêm domí- 
nios moleculares que reconhecem e se combinam com domínios específicos 
na molécula do Ag. Para cada domínio do Ag há um receptor. As moléculas 
de Ig possuem um (IgG), dois (IgA) ou cinco (IgM) receptores. Os Lt e 
Lb expressam milhares de receptores na superfície. Cada molécula de Ig, 
bem como cada clone de Lt e Lb, está equipado com receptores com uma e 
somente uma configuração molecular, isto é, especificidade. 


Receptores TCR 

São proteínas dispostas na superfície de Lts. Constam de duas cadeias, 
cadeia a e cadeia É unidas por uma ponte dissulfeto, porém, individualmente 
inseridas na membrana celular por regiões transmembrânicas, cada uma com 
o segmento C-terminal curto intracitoplasmático. À cadeia a consta de dois 
domínios, Va e Ca intercalados por segmentos retilíneos. A cadeia $ consta 
de dois domínios, V£ e C£, também intercalados por segmentos retilíneos. 
Os quatro domínios são extracelulares. Cinco grupos carboidratos estão 
ligados nas regiões constantes, três na cadeia É e dois na cadeia a. O sítio 
de reconhecimento e combinação com Ag é formado pelo espaço delimitado 
pelos domínios variáveis Va e V$. A periferia desse espaço acomoda parte 
da molécula do complexo principal de histocompatibilidade (CPH) que 


* Imunocomplexos formados com anticorpos IgY não ativam o sistema complemento de mamíferos. 
O Fc de IgY não interage com receptores celulares para IgG ou IgE dispostos na superfície de cé- 
lulas de mamíferos. Esses dois fatos reduzem a incidência de reações falso-positivas quando IgY é 
usada como imunorreagente. Há mais duas vantagens da IgY sobre Ig de mamíferos como reagente 
imunobiológico: os processos de produção são comparativamente menos elaborados e o produto 
final é mais barato. 
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está apresentando o peptídeo, e na região central acomoda-se o peptídeo 
que está sendo apresentado. A combinação entre Ag e TCR não é suficiente 
para sinalizar a ativação celular. Duas proteínas invariantes, CD3 e É, não 
covalentemente associadas ao TCR formando o complexo TCR, acionam os 
sinais bioquímicos que induzem a ativação celular. Diferenciação celular e 
produção de citocinas são os eventos decorrentes da combinação Ag e TCR. 


Complexo principal de histocompatibilidade (CPH) 

Este complexo macromolecular é produto de extenso locus genético con- 
tendo número enorme de genes cujos produtos foram inicialmente impli- 
cados na rejeição de transplantes, mais tarde também como apresentador 
de Ag aos Lts. Há dois produtos principais do locus CPH: moléculas CPH 
classe I e classe II. Moléculas classe I recolhem e apresentam peptídeos resul- 
tantes da digestão de proteínas de patógenos parasitos intracelulares a Lts 
CD8* citolíticos. Moléculas classe II, ao contrário, recolhem e apresentam 
peptídeos resultantes da digestão de proteínas de patógenos parasitos extra- 
celulares, a Lts CD4* “helper”. 

e CPH classe I consiste de duas cadeias polipeptídicas, a (44-47k Da) e 
{§, microglobulina (12kDa), unidas não covalentemente. A cadeia a é 
codificada por genes pertencentes ao locus genético CPH. A cadeia f, 
microglobulina é codificada por genes não pertencentes ao locus gené- 
tico CPH. Cerca de três quartos da a estendem-se extracelularmente. 
Contém os domínios al, a2 e a3 cada um com cerca de 90 resíduos de 
aminoácidos. Os domínios al e a2 formam a plataforma onde se localiza 
a fenda que acomoda peptídeos de 8 a 11 aminoácidos resultantes da 
digestão das moléculas de Ag. O domínio a3, está situado mais próximo 
da membrana celular em paralelo com a £&, microglobulina. Em sua alça 
acomoda-se o sítio de ligação de Lts CD8* citolíticos. O terço restante 
compreende as regiões transmembrânica e citosólica C-terminal. 

e CPH classe II consiste também de duas cadeias polipeptídicas, a (32 
kDa a 34 kDa) e de uma cadeia f§ (29 kDa a 32kDa) unidas não 
covalentemente. Ambas as cadeias são codificadas por genes perten- 
centes ao locus genético CPH. Como para CPH classe I, três quartos 
da proteína estão no lado externo da membrana celular, seguindo-se 
uma porção transmembrânica e o segmento contendo a região C-ter- 
minal no citosol. Os quatro domínios moleculares dispôem-se dois a 
dois e face a face: al-$1 e a2-82. A interação al-fSlconstrói a fenda 
onde se alojam os peptídeos resultantes da digestão de Ag nas células 
apresentadoras. Como na fenda em CPH classe I, essa fenda apresenta 
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também enorme variabilidade na sequência de aminoácidos. A cadeia 
$2, como em &, microglobulina de CPH classe I, não é polimórfica e 
contém o sítio de ligação para Lts CD4* helper. 


Reconhecimento do Ag e ativação de Lts 

Peptídeos derivados da digestão do antígeno macromolecular seguem des- 
tinos diversos se expressos na superfície das CAA acoplados em produtos 
CPH classe I ou II. Peptídeos apresentados por produtos classe I interagem 
com receptor TCR: o peptídeo é reconhecido especificamente pela porção 
central e as variantes do produto classe I pelas regiões periféricas da fenda 
do receptor. A combinação entre o complexo peptídeo-produto classe I com 
o receptor TCR classe I não basta para traduzir os sinais intracelulares de 
ativação e mediar adesão celular. Esses dois eventos são mediados por molé- 
culas acessórias inseridas na membrana celular de Lts. As proteínas, LFA-1, 
CD8, CD3, CD2, é e CD28 funcionam na transdução de sinais que levam a 
ativação, resultando na diferenciação de Lt citolítico CD8*. 

Peptídeos apresentados por produtos classe II interagem com receptor 
TCR de maneira semelhante à interação receptor TCR classe I. Moléculas 
de CD3 são substituídas por moléculas CD2. O resultado da ativação é a 
diferenciação de Lt helper CD4*. Nos dois casos a adesão célula-célula é 
mediada pela proteína integrina. 


Ativação de Lb e produção de anticorpos ou Igs 

Distinguem-se, esquematicamente, várias fases nos processos de ativação 
de Lb e produção de anticorpos. 

Lb virgens através de receptores IgM e IgD expressando sítios combi- 
natórios já organizados reconhecem especificamente moléculas de Ag. O 
processo de ativação só continua com a cooperação de linfócitos T CD4+* Th 
que expressam receptores específicos para o mesmo antígeno. Os Lb se mul- 
tiplicam, diferenciam-se, expandem o clone original e sintetizam Igs. Alguns 
membros do clone sintetizam IgG, outros realizam mudanças de isotipos de 
IgG, (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) e de classe (IgG, IgA1 e IgA2 IgE), eviden- 
temente especificos para o mesmo Ag. Membros do mesmo clone adquirem 
vida longa; sao os linfocitos B de “memoria”. Ao longo desse processo os 
anticorpos além de manter a especificidade de reconhecimento do Ag, produ- 
zem anticorpos de maior avidez e afinidade. Essas fases de reconhecimento, 
ativação, diferenciação e maturação dos Lb refletem-se na predominância do 
isotipo ou classe de Ig e, na quantidade, avidez e afinidade dos anticorpos. 
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Combinação entre Ag e Ac 

Os Ac reconhecem regiões da molécula de Ag através das regiões hiperva- 
riáveis localizadas nos fragmentos Fab da molécula de Ig. A ligação Ac-Ag 
resulta da interação de várias forças não covalentes: pontes de hidrogênio, 
forças de Wan der Waals, ligações hidrofóbicas e ligações electrostáticas ou 
iônicas. Ac bivalentes (IgG), isto é, com dois Fabs, colocados em presença 
do Ag específico que expresse pelo menos dois determinantes antigênicos, 
formam imunocomplexos cujo tamanho e conformação vão depender da 
proporção em que Ac e Ag foram confrontados. Na predominância Ac cada 
uma de suas moléculas se combina com uma molécula de Ag. Formam-se 
imunocomplexos pequenos com predominância de moléculas de Ac. Quando 
moléculas de Ac e Ag estão em proporções equivalentes, cada molécula de 
Ac pode se combinar com duas moléculas de Ag. Como a mesma molécula 
de Ag pode se ligar com Fab de uma mesma molécula de Ac, os imuno- 
complexos resultantes se interligam na forma de rede. Os imunocomplexos 
resultantes são grandes e se precipitam. Na predominância de Ag cada duas 
de suas moléculas se combinam com uma molécula de Ac. Formam-se imu- 
nocomplexos pequenos com predominância de moléculas de Ag. 

Esses dados podem, teoricamente, ser obtidos para qualquer sistema de Ac 
e Ag. O método experimental consiste, basicamente, em incubar sob condi- 
ções de pH (de 7,2 a 7,5), força iônica (0,15), e tempo, (de 30 a 60 minutos) 
que permitam a combinação Ac-Ag, quantidades variáveis de Ag com uma 
concentração fixa de Ac. Os imunocomplexos precipitados são dosados, as 
quantidades de Ac são calculadas e as relações Ac/Ag determinadas. Na zona 
de excesso de Ac todas as moléculas de Ag são precipitadas, sempre restando 
moléculas de Ac livres. Na zona de equivalência todas as moléculas de Ac 
e de Ag são precipitadas. Na zona de excesso de Ag todas as moléculas de 
Ac são precipitadas, sempre restando moléculas de Ag livres. Essa reação 
de precipitação permitiu conhecer os princípios básicos que regem o reco- 
nhecimento e combinação entre moléculas de Ac e Ag. As variantes, reações 
clássicas de imunodifusão, imunoeletroforese, fixação de complemento, bem 
como variantes modernas que usam sinalizadores quantificáveis como radioi- 
sótopos, o sistema biotina-avidina, enzimas como “horseradish peroxidase”, 
fosfatase alcalina, e b-galactosidase, e fluorocromos como fluoresceina, 
rhodamina, e phycoerythrina, primeiro permitem que Ac e Ag se combinem 
para depois quantificar indiretamente o imunocomplexo já formado. 
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12.9 PRODUÇÃO DE AC 


Ac são parte importante do arsenal de reagentes rotineiramente usados 
no diagnóstico, e, em menor escala, no tratamento de doenças. Dois métodos 
já padronizados permitem obter Ac em larga escala: tradicional para pro- 
dução de Ac policlonais e de hibridomas para produção de Ac monoclonais. 


12.9.1 Método tradicional 


Consiste em imunizar animais com misturas do Ag para o qual se deseja 
obter Ac, coletar o soro depois da imunização e em seguida purificar os 
anticorpos. Os Ag devem ser preferencialmente purificados e incorporados 
em misturas de adjuvantes imunológicos. O animal de escolha para pro- 
duzir os Ac, o esquema de imunização, as quantidades de Ag, o número de 
imunizações, as vias de inoculação e os intervalos entre duas imunizações 
consecutivas dependem do objetivo do projeto. Ag purificados focalizam a 
resposta imune na produção dos Ac desejáveis. Adjuvantes imunológicos 
potencializam a resposta imune favorecendo a produção de maiores quanti- 
dades de Ac. Este método permite obter grandes quantidades de Ac. Os Ac 
obtidos são policlonais. 


Vantagens e desvantagens de AcP 

Na imunização de animais produtores de Ac com molécula integral de 
Ag, numerosos clones de células B respondem, cada clone específico para 
um epítopo, a coleção total de epítopos produzem anticorpos com diferen- 
tes especificidades. A mistura final, complexa, contém enorme população 
de Ac com distintas sequências de aminoácidos, cada Ac em quantidades 
relativamente pequenas. Essa mistura é vantajosa quando se deseja controlar 
infecções in vivo pelas múltiplas possibilidades de ataque ao patógeno. Per- 
mite também identificar in vitro moléculas de Ag como um todo, por não ser 
restrita a um ou outro epítopo. Mutações pontuais que eliminem ou modi- 
fiquem determinados epítopos não impedem o reconhecimento dos demais 
não afetados. O uso de Ac policlonais é limitante quando o propósito é 
identificar determinado epítopo disperso na molécula de Ag. O reconheci- 
mento simultâneo de outros epítopos falseia o resultado final. A remoção de 
Ac indesejáveis além de não garantir completa remoção, demanda tempo e é 
onerosa. Além disso, os títulos de Ac obtidos variam mesmo quando se usa 
animal geneticamente idêntico na imunização. 
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12.9.2 Método de hibridomas 


Milstein e Köhler? uniram uma célula de mieloma murino com um Lb 
cuja especificidade da Ig produzida era conhecida. Em uma mesma célula 
híbrida a eventual ilimitada capacidade produtora de Ig da célula de mie- 
loma foi associada com a especificidade de um Lb obtido de animal imu- 
nizado com o Ag desejado. A célula híbrida foi batizada como hibridoma. 
Com o sucesso, obtiveram o prêmio Nobel em 1984. 

As várias linhagens de mielomas foram obtidas a partir de um tumor 
induzido por injeção de óleo mineral via intraperitoneal em camundongos 
BALB/c, o qual foi chamado de MOPC-1 (do inglês, mineral oil-induced 
plasmacytoma, plasmocitomas induzidos por óleo mineral). Essas células 
tumorais foram então adaptadas a meios de cultura onde puderam se dividir 
de maneira intensa, recebendo o nome de MOPC-21. Atualmente, existem 
várias linhagens de plasmocitomas derivadas deste tumor inicial, com espe- 
cificações particulares de sobrevivência conferidos pelos defeitos nas vias de 
síntese de nucleotídeos que lhes foram induzidas. A partir destes defeitos, é 
realizada a seleção do plasmocitoma que se fundiu com sucesso ao linfócito 
B de interesse, sobrevivendo assim aos meios e seleção, onde a sobrevida é 
fornecida pelas células normais, de modo que somente os híbridos podem 
continuar crescendo. Além disso, os genes das células de mieloma tornam 
esses híbridos imortais!”. 

Camundongos foram imunizados com duas doses do Ag selecionado. 
Cinco a sete dias depois da segunda imunização, época em que os Lbs esta- 
riam ativados, os baços foram recolhidos e os Lbs foram isolados. Estas 
células, como toda célula normal, usam tanto a “via síntese de novo” que 
constrói nucleotídeos como a “via síntese de salvação” que utiliza fragmen- 
tos resultantes de degradação normal de moléculas de DNA na constru- 
ção de novos nucleotídeos. Assim, na presença de inibidores estratégicos 
como aminopterina que bloqueia a via síntese de novo, a célula sobrevive 
usando a via síntese de salvação para sintetizar seus nucleotídeos. A via 
síntese de salvação depende da atividade das enzimas hipoxantina-guanina 
fosforibosil transferase (HGPRT) que utiliza hipoxantina exógena para 
a geração de guanosina monofosfato (GMP), da adenosina monofosfato 
(AMP) e de timidina quinase (TK), que utiliza timidina para gerar timidilato. 
Se as células são incubadas em meio contendo aminopterina, inibidor da via 
síntese de novo, mas suplementado com hipoxantina e timidina, somente as 
células capazes de expressar as duas enzimas HGPRT e TK irão sobreviver. 
Ao contrário, células deficientes nessas enzimas irão morrer na presença de 
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aminopterina, uma vez que tanto a via síntese de novo como a via síntese de 
salvação para síntese de nucleotídeos não estarão funcionando. Como resu- 
mido a seguir, a escolha judiciosa dos parceiros de fusão celular assegurará 
a sobrevida das células híbridas desejadas. 

O método de produção de AcsMs consiste nas eguinte etapas: (a) Imu- 
nizar camundongo com o Ag-X. (b) Isolar células Lbs ativadas (HGPRT*, 
Ig* e TK*) do bago. (c) Isolar células de mieloma (HGPRT, Ig e TK, imor- 
talizadas). (d) Fazer a fusão entre Lbs e células de mieloma por meio de 
polietilenoglicol ou vírus Sendai. (e) Identificar os clones sobreviventes que 
expressem simultaneamente HGPRT”*, Ig* e TK*, imortalizadas, e que secre- 
tem Ig. (f) Selecionar os hibridoma que secretam a Ig específica para o Ag-X. 
(g) Reclonar e expandir os hibridomas selecionados cultivando as células 
de hibridoma in vitro e coletando os AcsMs secretados no meio de cultura. 
Alternativamente, as células de hibridoma podem ser injetadas na cavidade 
peritoneal de camundongo geneticamente compatível, e os AcsMs podem 
ser recolhidos no líquido ascítico. Os AcsMs são purificados usualmente por 
cromatografia de afinidade. 


Vantagens e desvantagens de AcsMs 

Hibridomas em cultura de células podem produzir cerca de 10 pg a 100 
pg de Ac/mL de cultura. Hibridomas injetados na cavidade peritoneal de 
camundongos geneticamente compatíveis produzem líquido ascítico con- 
tendo cerca de 1 mg a 25 mg de Ac/mL. Os hibridomas podem ser expandi- 
dos e mantidos por tempo quase ilimitado garantindo permanente fonte do 
mesmo Ac. Os Ac monoclonais permitem identificar epítopos específicos em 
moléculas de Ag solúveis ou ligadas em células ou tecidos. Essa propriedade, 
aliada à grande quantidade que o método permite obter, facilita a constru- 
ção de reagentes para purificar Ac, Ag ou imunocomplexos Ag-Ac. 

Uma qualidade adicional dos AcsMs emergiu com o desenvolvimento de 
estratégias de inserir segmentos V, e V, de suas regiões hipervariáveis pelo 
método CDR-grafting nos segmentos C, e C, de Ig humana para obter anti- 
corpos humanizados. 


12.10 MÉTODOS PARA DETECTAR E QUANTIFICAR AC 


Os métodos clássicos de imunoprecipitação, aglutinação e de fixação de 
complemento desenvolvidos e usados durante a evolução da imunologia ser- 
viram de base para o desenvolvimento de métodos modernos que ocuparam 
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o espaço tanto em pesquisa como em imunologia clinica: Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA), Western blotting (WB), immunofluerescence 
assays (IFA), radioimmunoassays (RIA), antibody-dependent cell 
cytotoxicity (ADCC), immunoelectrophresis (IE), equlíbrio por diálise 
(EpD), entre outros menos usados. Decidimos, em função dos propósitos 
deste capítulo, descrever com certos detalhes três deles: Imunoprecipitação, 
equilíbrio por diálise e cromatografia de afinidade. O primeiro por ser a 
base molecular da interação entre Ac e Ags; o segundo, por sua aplicabili- 
dade na tecnologia de hibridomas. 


12.10.1 Imunoprecipitação (RP) 


Estudos quantitativos da reação de precipitação foram iniciados e desen- 
volvidos por Michel Heidelberger e Kendall'*, em 1936. Esses pesquisa- 
dores usaram como Ag, polissacarídeos de Pneumococos e Ac produzidos 
em coelho. Como na época a dosagem de proteínas era feita pelo método 
trabalhoso, mas preciso, de dosagem de N total, a restrição de proteínas 
nos imunoprecipitados facilitava, e sobretudo precisava, a quantificação da 
relação Ag/Ac nos imunoprocipitados. Operacionalmente, a reação de RP é 
feita adicionando-se a um volume de Ac diferentes quantidades de Ag. Após 
incubação por tempo e em temperatura desejáveis, os imunocomplexos são 
lavados e os teores de proteínas em cada precipitado são dosados. Com os 
valores de proteínas totais obtidos quatro parâmetros são identificados em 
cada amostra ensaiada: (1) quantidades de imunoprecipitados (Ag + Ac) 
em proteínas totais; (2) quantidades de Ac (por subtração do valor total de 
Ac-Ag os valores conhecidos do Ag); (3) a relação em massa molecular Ac/ 
Ag (Ag, variável de Ag para Ag e Ac, em torno de 160 mil para a maioria 
das espécies); e (4) as relações molecular Ac/Ag dividindo-se a relação em 
massa pelo quociente obtido da divisão do peso molecular de Ac pelo peso 
molecular do Ag. 

Projetando-se em coordenadas os valores obtidos de cada relação Ag/Ac, 
Ac em ordenada e Ag em abscissa, na curva de precipitinas obtida, distin- 
guem-se três regiões: excesso de Ac, equivalência e excesso de Ag'* (Tabela 
12.1 e Figura 12.7). Com a publicação dos dados e conceitos recolhidos da 
reação quantitativa de precipitinas, a interação entre moléculas de Ac e Ag 
fundamentou a imunologia como ciência. O reconhecimento de Ag, que antes 
era referido em termos frouxos de “maior diluição”, passou a ser referido 
em termos de unidades precisas. À imunologia deixou de ser “sorologia”. 
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Tabela 12.1 Dados da reação de imunoprecipitação 











AG PRECIPITADO AC RELACAO AC/ RELACAO AC/ TESTE DOS 
(AG-AC) AG PONDERAL AG MOLAR SOBRENADANTES 
9 156 147 16,2 4 Excesso de Ac 
40 526 486 12,2 3 Excesso de Ac 
50 632 582 11,6 2,9 Excesso de Ac 
74 794 720 97 2,4 Nem Ag nem Ac 
82 830 748 9,1 23 Traços de Ag 
90 826 739 8,5 Zl Excesso de Ag 
98 820 731 8,2 2 Excesso de Ag 
124 730 643 74 1,8 Excesso de Ag 
307 106 Excesso de Ag 
490 42 Excesso de Ag 





A Tabela 12.1 exibe reação de imunoprecipitação usando o sistema Ag 
(ovalbumina) e Ac (soro de coelho imunizado com ovalbumina). Diferentes 
quantidades de Ag foram individualmente adicionadas a tubos contendo 1,0 
mL de Ac. Após incubação a 4 ºC durante 24 horas, os tubos foram centri- 
fugados e os sobrenadantes e precipitados foram recolhidos. Os precipitados 
foram lavados com solução de NaCl a 0,15 M por três vezes e resuspensos 
em 1,0 mL de NaCl a 0,15 M. O conteúdo de nitrogênio proteico em cada 
amostra foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl convertido em pro- 
teínas e os valores obtidos indicados na coluna “Precipitado (Ag-Ac)”. Ag 
e imunoprecipitados são referidos em pg de proteinas. De cada valor da 
coluna “Precipitado (Ag-Ac)” foram subtraídos os valores de Ag correspon- 
dentes obtendo-se os valores de Ac. A coluna “Relação Ac/Ag ponderal” em 
cada amostra-teste foi calculada dividindo-se os valores de Ac pelos corres- 
pondentes valores de Ag. A relação molar e Ac/Ag foi obtida dividindo-se 
a relação ponderal pelo quociente dos pesos moleculares do anticorpo e do 
antígeno (160.000/40.000 = 4). Ag e Ac não precipitados foram pesquisados 
nos sobrenadantes e indicados na coluna “Teste dos sobrenadantes”!*. 

Essa técnica permite isolar ou detectar Ag presentes em baixa concentra- 
ção em misturas complexas de proteínas. Ac específico, preferencialmente 
Ac monoclonal por conter Ac exclusivo para o Ag que se deseja identificar, é 
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Zona Excesso Ac Zona Equivalência Zona Excesso Ag 


Precipitado 








Ag adicionado — SS 


Figura 12.7 Curva da reação de recipitinas. 


adicionado na mistura de proteínas. Em seguida, os imunocomplexos forma- 
dos são removidos da solução adicionando à mistura reagente imobilizado 
em partículas insolúveis ao qual o imunocomplexo irá ligar. Esse reagente 
poderá ser proteína À (reconhece Fc do isotipo IgG) ou G (reconhece Fc de 
outros isotipos de Ig) de Staphylococcus, ou Ac de outras espécies que reco- 
nhecem Fc do Ac ligado aos imunocomplexos. As partículas são isoladas por 
centrifugação, lavadas e o Ag ligado aos imunocomplexos é liberado com 
substâncias que rompem a ligação Ag-Ac, como guanidina-HCl, tiocianato 
de sódio ou dietilamina, que abaixam drasticamente o pH para 3,0 ou o 
elevam para 11,5, ou elevam a força iônica”. 


12.10.2 Equilíbrio por diálise 


Este método permite avaliar quantitativamente a interação Ag-Ac em que 
Ag é de baixo peso molecular classicamente referido como hapteno (H). Um 


* O poderoso e vasto arsenal de recursos atualmente disponíveis que usam Ac como ferramenta 


identificadora de moléculas fundamenta-se em dados e conceitos recuperados e definidos da reação 
de precipitação. 
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mililitro da fonte de Ac (soro, Ig purificada, Acm etc.) é colocada em um 
tubo de diálise e colocado para dialisar contra 1,0 mL de solução 0,15 M 
de NaCl contendo quantidade cnhecida de H. A diálise é feita sob agitação 
até que as concentrações de H dentro e fora do tubo de diálise atinjam o 
egulíbrio. À operação controle é feita em paralelo, trocando a fonte de Ac 
por equivalente usando com Ac dirigido para Ag diferente. Determina-se a 
concentração de H livre não agregado ao Ac. Subtraindo-se a concentração 
de H livre após a diálise da concentração de H inicial, obtém-se a concen- 
tração de H combinado ao Ac. Conhecendo-se as massas moleculares do 
reagente fonte de Ac e de H, calcula-se o número de moles de H combinado 
com um mole de Ac. 
Com esses dados realiza-se estudo da reação H-Ac. 


Ac+H ——AcH, 


cuja constante de associação pode ser calculada pela lei de ação das 
massas: 


K= AcH/(Ac)(H). 


Se a valência de Ac for representada por n, o número de moléculas H 
ligadas, e c a concentração de Ac: 


K= r/(n-r)c, 

usando-se esses dados, constrói-se a equação de Scatchard, 

t/c=K,-K., 

cuja projeção em gráfico permitirá determinar a constante intrínsica de 
associação Ko da interação H-Ac. 
12.10.3 Cromatografia de afinidade 

Moléculas de Ac ou Ag podem ser covalentemente ligadas a uma partícula 
sólida, usualmente agarose. As partículas de agarose contendo Ac ou Ag 


designadas adsorventessão colocadas em uma coluna de cromatografia. As 
moléculas alvo do isolamento, Ag ou Ac designadas ligantessão adicionadas 
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na coluna em fluxo suficientemente lento para otimizar a adsorção. Ao 
“adsorvente” Ac adiciona-se o ligante Ag e vice-versa. Após lavagem para 
remover substâncias não adsorvidas, procede-se a liberação do “ligante” 
com tampão em pH 3,0 ou 11,5. Essa técnica é usada para purificar Ac tanto 
AcsPs como AcsMs. 


12.11 HUMANIZAÇÃO DE AC 


O objetivo é produzir Ig que retenha as qualidades de especificidade e 
afinidade da Ig murina original obtida pela técnica de AcM, com redução, 
e se possível abolição, da imunogenicidade para o sistema imune humano. 
Métodos anteriores substituíam os domínios constantes da molécula murina 
doadora de AcM por correspondentes humanas resultando numa quimera 
com cerca de 70% de sequências humanas!?. O aprimoramento seguinte foi 
a substituição de domínios das regiões Ce H murinas pelas correspondentes 
humanas, conseguindo-se reduzir, em média, 90% da imunogenicidade do 
AcM murino para o sistema imune humano?*!, 


12.11.1 Método de Phage Display (PD) 


Fundamentos 

PD é uma técnica que usa informações genéticas aleatoriamente embu- 
tidas no genoma de bacteriófagos para identificar proteínas, peptídeos ou 
DNA. Bacteriófago é o componente-chave da técnica. A identificação baseia- 
se em interações configuracionais entre imagem real da molécula-alvo e ima- 
gem especular disposta em uma das milhões de moléculas-identificadoras. 
Moléculas-alvo são proteínas, peptídeos ou DNA motivo do estudo, que se 
deseja detectar, isolar e multiplicar; moléculas-identificadoras são proteínas 
e/ou DNA naturalmente expressas no genoma do fago. Essa técnica foi des- 
crita em 19852. 

A superfície de bacteriófagos possui um sistema para expressar (poli) 
peptídeos (fenótipo) que estão fisicamente ligados ao segmento de DNA de 
seu correspondente gene (genótipo). Esta ligação é conseguida por clonagem 
do gene estranho em fusão com a proteína do fago usualmente pIII e pVIII. 
O fago tem forma cilíndrica, 2.000 nm de comprimento e 6 nm de diâmetro 
e um coat de proteína revestindo o genoma. As proteínas coat dispõem-se da 
seguinte maneira: moléculas de pIII, em uma das extremidades entremeadas 
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com moléculas de pVI; moléculas de pVII e pIX entremeadas na outra extre- 
midade; e moléculas de pVIII dispostas em paralelo revestindo o restante do 
corpo do fago. pII é composta dos domínios N1, N2 e CT conectadas entre 
si por peptídeos ligantes ricos em glicina’. As moléculas alvo dentro desta 
proteína são usualmente inseridas na posição 249 de pII na região do pep- 
tídeo ligante entre CT e N2, posição 198 dentro de N2 e na posição N-ter- 
minal de pVIII, que é a principal proteína do fago. pVIII é o principal ligante 
de alvos peptídeos. pVI é a fonte de de cDNA na biblioteca do fago PII. 


Protocolo geral 

A tecnologia de PD empregada na identificação de polipeptídeos que se 
ligam com alta afinidade em uma desejada molécula-alvo de outra proteína 
ou de DNA obedece a seguinte ordem: 

1) A biblioteca de phage-display é submetida à adesão na superfície interna 
de poços de microplacas. Populações de biblioteca de phage-display não 
aderidas são removidas por lavagens. 

2) Phage-display aderidas podem ser retiradas e usadas para infectar bacté- 
rias hospedeiras adequadas visando obter mais phage-display. Os novos 
fagos formam uma nova população de fagos mais pura. 

3) Os DNA desses fagos são isolados, sequenciados e as sequências obti- 
das emparelhadas com as respectivas sequências do DNA recuperado do 
genoma que codifica as proteínas ou peptídeos (fenótipo) que aderiram 
ao fago. 


Para assegurar que os fragmentos estão inseridos em todos os três reading 
frames, de modo que o fragmento de cDNA seja transladado no próprio 
frame, múltiplos sítios de inserção são em geral ligados. O gene do fago e 
o segmento de DNA híbrido são a seguir inseridos, processo referido como 
transdução, em cepas de Escherichia coli (E. coli), comumente usada nesse 
processo, tais com TG1, SS320, ER2738, ou XL1-Blue E. coli. Se o vetor 
phagemid for usado, partículas de fago não serão liberadas das células de 
E. coli até que sejam infectadas com helper phage. Esta infecção adicional 
auxilia no empacotamento do phage DNA e subsequente organização dos 
virions maduros contendo fragmentos da proteína de interesse como parte 
da proteína do coat do fago ligada a pIII ou pVIII. 

Essas operações são facilitadas imobilizando os alvos DNA ou proteína 
na superfície de uma microtiter plate. Fagos que exibem a proteína que se 
liga a um desses alvos em sua superfície são retidos, enquanto os demais 
serão removidos por lavagens. Fagos retidos são recuperados e usados para 
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produzir mais fagos infectando bactérias com helper phage. Ciclos repeti- 
dos dessas etapas sao referidos como panning, (em referéncia a purifica- 
ção de ouro por remoção de impurezas). Fagos recuperados na etapa final 
podem se usados para infectar bactérias hospedeiras adequadas que servirão 
de fonte de phagemids. Amostras de DNA relevante podem ser obtidas de 
phagemidse sequenciadas para identificação das proteínas ou peptídeos que 
se interagem. À etapa em que se usa helper phage pode ser eliminada pela 


tecnologia de bacterial packaging cell line technology 2. 


Aplicações da técnica de PD 

Identificação das moléculas parceiras, proteína ou DNA, que interagem. 
A molécula da proteína-alvo de identificação é imobilizada em superfície 
insolúvel. A molécula de DNA faz parte da biblioteca vasta do fago”. 


Recursos de bioinformática utilizados em PD 
Bases de dados e programas “mimotopes” são recursos importantes usa- 
Sos qu PDA 


12.12 ESTRATÉGIA PARA A PRODUÇÃO DE AC 
MONOCLONAIS HUMANOS (ACSMSH) 


Como visto em tópicos iniciais deste capítulo, as estruturas da porção 
variável da molécula de Ig origina-se da combinação aleatória de segmentos 
gênicos que codificam as regiões variáveis V,, diversidade D, e ligação J, da 
cadeia pesada (H) e V, e J, da cadeia leve (L). Essas combinações ocorrem 
durante as fases iniciais de maturação de linfócitos B>*?. Considerando-se 
apenas o número estimado destes segmentos, mais de 107 sítios diferentes de 
ligação de antígenos poderia ser gerado. Esses valores crescem com a adição 
ao processo de outras fontes de geração de diversidade, como a resultante 
da própria inserção espacial e de mu tações somáticas. 

Importantes informações sobre a expressão das diferentes diversidades 
do repertório de regiões variáveis de Ig humanas ao longo da maturação de 
linfócitos B foram obtidas de análises de bibliotecas de cDNA construídadas 
a partir RNAm total preparado de linfócitos B individuais??. 

A associação dessas informações permitiu desenvolver estratégia para 
clonar e expressar Ac produzidos por linfócitos B oriundos de um único 
clone original, 
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12.12.1 Método de hibridoma e imortalização celular 


Conquanto as tecnologias de hibridomas e de imortalização de células B 
humanas com EBV sejam as mais usadas para gerar AcMH, ambas apresen- 
tam inconvenientes operacionais. À eficiência de transformação é baixa, da 
ordem de 1% a 3%, necessita de estimulação prévia e depende do estado 
de maturação da célula?*º. O aprimoramento mais recente foi o desenvol- 
vimento da tecnologia de clonagem de genes de Ig de uma única célula B 
humana?!. Esse método é de alta eficiência para produzir ACMH derivados 
de células B individuais em qualquer estágio de desenvolvimento. Informa- 
ções detalhadas sobre este processo de clonagem das regiões V e C de Ig 
humana foram obtidas. A expressão de genes IgH e IgL é feita em vetores 
distintos, permitindo substituições de cadeias IgH e IgL quando for necessá- 
rio determinar a detecção e a comparação nos ensaios de reatividade com os 
epítopos antigênicos. À eficiência das células HEK 293 transfectadas para 
produzir Ac é alta, da ordem de 1 pg/mL a 20 pg/mL de Ac liberado no 
sobrenadante de cultura celular e de 10 pg/mL a 80 pg/mL por lipossoma. 
Esses dados são comparáveis usando dados obtidos com linhagens de células 
B estáveis e com contribuição relativa de cada uma na expressão nos níveis 
de reatividade do Ac resultante”. 

Os procedimentos orientados para produção de AcsMsH obedecem à 
seguinte ordem. 

(A) Obtenção de populações de células B que expressem BCR com espe- 
cificidade de reconhecimento para um único epítopo 

Amostras enriquecidas de células mononucleares (CM) são isoladas 
do sangue ou da medula óssea e purificadas pelo método de Ficoll-Paque 
em gradiente de centrifugação. O enriquecimento das amostras de CM é 
feito pelo método RosetteSep human B cell enrichment antibody cocktail 
(Stemcell Technologies Inc.). Esta técnica favorece a interligação entre célu- 
las não-B com componentes expressos na superfície de eritrócitos (Er), for- 
mando “imunorrosetas”. Em seguida, as células são depositadas na superfi- 
cie de um gradiente de concentração e centrifugadas. Durante o processo de 
centrifugação, as imunorrosetas e Er livres vencem a resistência do gradiente 
e se depositam, enquanto as células B livres, menos densas, permanecem iso- 
ladas livres acima do gradiente. Podem ser recuperadas em suspensões quase 
homogêneas. No caso de as amostras de células conterem baixo número 
de células B, a população dessas células pode ser enriquecida tratando a 
suspensão celular original com anti-CD19 magnetic beads (Miltenyi Bio- 
tech). Subpopulações de células B são identificadas corando amostras das 
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células B purificadas com anti-human antibodies (Becton Dickinson), direta- 
mente conjugados alternativamente com fluorescein-isothiocyanate (FITC), 
phycoerythrin (PE), allophycocyanin (APC) ou biotin. As células B isoladas 
expressam os seguintes fenótipos: 


Células B da medula óssea 
Pré-imaturas: CD19 + CD34 - CD10 + IgM-. 
Imaturas: CD19 + CD34 —- CD10 + IgM+. 


Células do sangue 

Recém-migradas: CD19 + CD10 + CD27 - IgM+. 
Maturas virgens: CD19 + CD10 - CD27 - IgM+. 
Memoria-IgM: CD19 + CD10 - CD27 + IgM+. 
Memoria IgG+: CD19 + CD10 - CD27 + IgG+. 


(B) Clonagem e expressao de ACMH 

Os genes das cadeias IgH e IgL são amplificados por Real-Time-Polymerase 
Chain Reaction (RT-PCR). RNA total de células B individuais é extraído em 
água livre de nucleases, misturado com quantidades adequadas de “hexamers 
primers” (pd(N)6 selecionados ao acaso, de cada nucleotídeo dNTP-Mix, de 
DTT, de RNAsin, de inibidor de sonda de RNase e de transcriptase reversa de 
Superscript III. A transcrição reversa é feita sucessivamente a 42 “C durante 
10 minutos, 25 °C durante 10 minutos, 50 °C durante 60 minutos e 94 °C 
durante 5 minutos. Amostras do cDNA obtido são armazenadas a -20 °C. 
Os transcritos gênicos IgH, IgA e Igx são amplificados independentemente 
por Polymerase Chain Reaction (PCR), começando com cDNA servindo de 
molde. Todas as reações de PCR são realizadas na presença de cada primer 
isolado ou de misturas delineadas de primers, e de ANTP Taq DNA polime- 
rase. Cada PCR é feita em 50 ciclos a 94 °C/30 segundos, 58 °C/30 segundos 
(quando IgH ou gx) ou 60 “C/30 segundos (quando IgA). A Tabela 12.2 inclui 
as sondas usadas, e a Figura 12.8 resume a estratégia usada na clonagem e 
expressão de Ac monoclonais humanos. 


Tabela 12.2 Sequência dos primers utilizados na produção de AcMH 


FORWARD PRIMER SEQUÊNCIA 5' - 3' 
5º Agel VH] CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAG 
5’ Agel VH1/5 CTGCAACCGGTGTACATICCGAGGTGCAGCTGGTGCAG 
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FORWARD PRIMER SEQUÊNCIA 5º - 3º 

5’ Agel VH3 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG 
5" Agel VH3-23 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGTTGGAG 

5’ Agel VH4 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG 
5’ Agel VH 1-18 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGITCAGCTGGTGCAG 
5‘ Agel VH 1-24 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTCCAGCTGGTACAG 
5" Agel VH3-33 CTGCAACCGGTGTACATTCTCAGGTGCAGCTGGTGGAG 
5" Agel VH4-3-9 CTGCAACCGGTGTACATICCCAGCTGCAGCTGCAGGAG 
5’ Agel VH6-1 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTACAGCTGCAGCAG 
5’ Agel Vic 1-5 CTGCAACCGGTGTACATTCTGACATCCAGATGACCCAGTC 





5" Agel Vx 10-43 


CTGCAACCGGTGTACATTGTGCCATCCGGATGACCCAGTC 





5’ Agel Vic 2-24 
5º Agel Vx 2-28 


CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACCCAGAC 
CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACTCAGTC 








5° Agel Vic 2-30 CTGCAACCGGTGTACATGGGGATGTTGTGATGACTCAGTC 
5’ Age Vic 3-11 TIGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACACAGTC 
5’ Age Vic 3-15 CTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATAGTGATGACGCAGTC 
5’ Age Vx 3-20 TIGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACGCAGTCT 
5’ Age Vic 4-1 CTGCAACCGGTGTACATTCGGACATCGTGATGACCCAGTC 
5’ Agel VA 1 CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG 
5’ Agel VA 2 CTGCTACCGGTICCIGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG 
5º Agel VA 3 CIGCIACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACW CAG 
5’ Agel VA. 4/5 CTGCTACCGGTTCTCTCICSCAGCYTGTGCTGACTCA 
5’ Agel VA 6 CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG 


5 Agel VA 7/8 


REVERSE PRIMER 
3 SallJH 1/2/4/5 
3’ Sall JH 3 


CIGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGIGGTGACYCAG 


SEQUÊNCIA 5' - 3' 
TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCAG 
TGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGGTGACCATTG 











Anticorpos Humanizados 
FORWARD PRIMER SEQUENCIA 5’ - 3 
3” Sall JH 6 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCGTG 
3 BsiWl Jk 1/4 GCCACCGTACGTITGATYTCCACCTTGGTC 
3º BsiWI Jx 2 GCCACCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTC 
3º BsiWI Jx 3 GCCACCGTACGTTTGATATCCACTITGGTC 
3º BsiWI Jx 5 GCCACCGTACGTITAATCICCAGTCGTGTC 
3º Xhol CA CICCICACTCGAGGG YGGGAACAGAGTG 


Nota: as sequências sublinhadas referem-se aos sítios de restrição. 
Tabela elaborada com base no Figura 2 de Tiller, et al. (2008)3". 


(C) Análise por RT-PCR de uma única célula B e amplificação de gene 
de Ig 

Usando RNA total de uma única célula foi sintetizado o cDNA. Amos- 
tras desse RNA total são obtidas por metodologia usual simplifidamente na 
seguinte ordem: transcrição em solução aquosa livre de nucleases usando uma 
mistura contendo 150pg de sondas examéricas (pd(N)6, 10 mM de cada um 
nucleotídeo dNTP — Mix, 1 mM de DTT, 0,5% de Igepal CA-630 4 URNA- 
sin, 6 U do inibidor primer RNAse e 50 U de transcriptase reversa Supers- 
cript III. A reação de transcriptase reversa (RT) é realizada por incubações 
sucessivas a 42 °C e 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 60 minutos e 94 °C 
por 5 minutos. Amostras de cDNA sintetizado são armazenadas a -20 °C. 
Transcritos de genes de IgH, IgA e Igx são amplificados independentemente 
por PCR, usando amostras do cDNA sintetizado em presença de sondas 
individuais ou misturas, dNTP e Tag DNA polimerase. As sondas usadas 
estão incluídas na Tabela 12.2. A Figura 12.8 esquematiza as operações 
envolvidas na clonagem e expressão de Ac monoclonais humanos. 


(D) Análise da sequência do gene Ig 

Cadeias V,, Vk e VA resultantes do segundo PCR são purificadas com 
ExoSAP-IT (USB) e sequenciadas com os respectivos primersreversos. As 
sequências são analisadas pelo método comparativo IgBlast e comparadas 
com dados armazenados no GenBank (para identificação dos segmentos 
gênicos “germline V(D)J” que expressem maior identidade). 

As regiões CDR de IgH são obtidas como indicado no IgBlast por duas 
alternativas: contando os resíduos de aminoácidos dispostos na região 
framework (FWR3) até o motivo conservado tryptophan-glycine presente 
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Figura 12.8 Estratégia geral de produção de anticorpos monoclonais humanos (Acmh).. 


em todos segmentos JH, ou até o motivo conservado “phenylalanin-glycine” 
presente nos segmentos JL, como originalmente indicado”. 

O número de resíduos de aminoácidos positivamente carregados, Histi- 
dine (H), Arginine (R) e Lysine (K), ou negativamente carregados, Aspartate 
(D) e Glutamate (E), é determinado para cada CDR3 nas regiões IgH e IgL. 
As sequências de aminoácidos de cada reading frames (RF) podem ser iden- 
tificadas seguindo critérios definidos**. 


(E) Expressão de genes Ig em vetores: todos os produtos da reação de 
PCR são purificados usando o kit Qia-Quick 96 PCR-Purification Kit (Qia- 
gen) e QlAvac96. Amostras dos produtos da reação de PCR são eluídas com 
50 pL de água livre de nucleases (Eppendorf) e transferidas para poços de 
placas de 96 poços. As enzimas de restrição Agel, Sall e Xhol (todas forne- 
cidas por NEB) são adicionadas aos mesmos poços contendo os produtos de 
PCR, e os produtos da digestão são purificados como descrito antes da liga- 
ção nos vetores de expressão. Igy1, Igx e IgA humanos, contendo o gene que 
codifica a sequência de um peptídeo-sinal de Ig murina” e um sitio upstream 


* GenBank, accession n° DQ407610. 
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múltiplo que codifica as regides constantes de Ig humana Igy1, Igx ou Iga. 
A transcrição se processa sob a influéncia do promotor citomegalovirus 
humano (do inglês, human cytomegalovirus - HCMYV). Os clones resultan- 
tes são selecionados na base de sua resistência a ampicilina. A ligação é feita 
em um volume total de 10 pL com 1 U de T4-Ligase (Invitrogen), 7,5 pL 
de produto PCR purificado e 25 ng de vetor linearizado. Bactérias E. coli 
DH10B (Clontech) competentes são depositadas em placas de 96 poços e 
transformadas a 42 “C com 3 pL do produto de ligação. Após o cultivo, 
colônias bacterianas são analisadas para a presença de segmentos gênicos 
de Ig human usando S’Absense as forward primer e 3’IgG internal, 3’Cx494 
ou 3’CA as reverse primer (ver Tabela 12.2). Para confirmar a identidade 
dos produtos de PCR obtidos com os originais (650 bp para Igy1, 700 bp 
para Igx e 590 bp para IgA), os produtos de PCR obtidos são sequenciados. 
O plasmídeo DNA é isolado de 3 mL de bactérias transformadas em cultura 
por 16 horas a 37 °C em meio Terrific Broth (Difco Laboratories) contendo 
75 pg/mL de ampicillina (Sigma) usando OIAprep Spin columns (Qiagen). 
Em média, 35 pg de plasmideos de DNA podem ser recuperados de 1,5 mL 
bactérias em cultura usando 75 pL do tampão de eluição EB (Qiagen). 


(F) Produção de Ac recombinantes 

Ig recombinante humana é produzida usando células renais humanas 
de linhagem contínua (HEK) 293 (ATCC, nº CRL-1573) ou 293T (ATCC, 
nº CRL-11268) cultivadas em placas (Falcon, Becton Dickinson) contendo 
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; GibcoBRL) suplemen- 
tado com 10% soro bovino fetal pobre em IgG (FCS) (Invitrogen), 1 mM 
piruvato de sddio (GibcoBRL), 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de 
penicillina G e 0,25 pg de anfotericina (GibcoBRL). As células em cultura 
são transfectadas com plasmídeos IgH (12,5 pg) ou IgL (20 pg), ambos em 
meio contendo 0,25 pg de anfotericina (GibcoBRL). Após 8 a 12 horas de 
cultivo, os sobrenadantes são recolhidos e a presença de Ig recombinante é 
analisada pelo método Elisa. 


(G) Purificação do Ac recombinante 

Os sobrenadantes das culturas de células são recuperados e fragmentos de 
células removidos por centrifugação a 800 x g por 10 minutos. Azida sódica 
(0,05%) é adicionada, e os sobrenadantes, armazenados a 4 ºC. Os Ac 
recombinantes são purificados tratando a solução com proteína G aderida 
em beads (GE Healthcare). Aliquotas de 25 pL de Protein G beads são mis- 
turadas com 25 mL de sobrenadante de cultura, e a mistura é incubada por 
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14 horas a 4 ºC. Os sobrenadantes são removidos por centrifugação a 800 x 
g por 10 minutos, e os “beads” são transferidos para uma chromatography 
spin column (BioRad) equilibrada com PBS. Após lavagem da coluna com 
1 mL de tampão PBS, os Ac são recuperados com 200 pL de solução de 0,1 
M glicina, pH 3,0. A operação é repetida por 3 a 4 vezes. Os eluatos são 
coletados em tubos contendo 20 pL do tampão 1 M Tris pH 8,0 e 0,5% de 
azida sódica. Os Acsão titulados por ELISA. 


12.13 CONCLUSÕES 


A estratégia descrita resultou no delineamento de método altamente efi- 
ciente de produzir ACMH derivados de um único clone de células B huma- 
nas. Esse método, adequado ao estudo de repertórios de Ac humanos, parece 
ser também a melhor alternativa para a produção de AcMH, com evidente 
futuro em aplicação imunoterápica. 


Potencialidades práticas dessa estratégia 

Obtenção de Ac para terapia em câncer: a efetiva terapia em câncer teve 
início em 1948 com o uso de antimetabólitos derivados de folato no tra- 
tamento de leucemia infantil. Nos últimos dezesseis anos, drogas inibido- 
ras de proteínas oncogênicas seletivamente expressas por células tumorais 
têm sido continuamente desenvolvidas. Com o objetivo de direcionar dro- 
gas para células tumorais, Ac passaram a ser usados como transportadores. 
Ac CD20-rituximab e HER2 antagonists trastuzumab foram os primeiros 
introduzidos. Como tais Ac eram monoclonais murinos indução prevista de 
resposta imune em humanos com produção de Ac humanos anti-Ac murinos 
foi antecipada e comprovada. A descoberta que Ac murinos expressando 
regiões hipervariáveis desejáveis poderiam ser inseridas em esqueletos de 
C, de Ig humanas pelo método de CDR-Grafting ampliou a perspectiva do 
uso de “mísseis” CDR transportando “ogivas” contendo drogas anticance- 
rígenas. À molécula de Ig manufaturada resultante deste processo, além de 
preservar a especificidade de reconhecimento do epítopo, recupera ou poten- 
cializa a afinidade de interação entre Acm e epítopo””. Essa abordagem 
estimulou o desenvolvimento de Ac terapêuticos dirigidos para o tratamento 
de câncer e de outras doenças. A estratégia de clonar e expressar Ac mon- 
clonais humanos dirigidos para epítopos exclusivos de proteínas expressas 
em células tumorais certamente é mais promissora. 
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Obtenção de informações estruturais de antígenos/epítopos encobertos 
em moléculas de patógenos: dados epidemiológicos recolhidos até 2002 
indicam que amostras de vírus HIV-1 pertencentes ao mesmo subtipo dife- 
rem em até 20% em suas proteínas do envelope e em subtipos distantes em 
até 30%. Além de apresentar ao sistema imune um diverso e móvel con- 
junto de epítopos, o HIV-1 possui um número pequeno de spikes funcionais 
por virion revestidos de glicanas que encobrem sítios potencialmente vulne- 
raveis*®. Uma vacina anti-HIV-1 eficiente deveria induzir Ac que reconheces- 
sem epítopos presentes nos spikes de amostras de vírus contemporaneamente 
emergindo. Publicação recente contém resultados mostrando que AcsMsH 
obtidos de células humanas isoladas e clonadas de pacientes infectados com 
HIV-1 permitem a identificação de epítopos “ocultos” nos spikes virais e que 
suprimem infecções por HIV-1 em modelos animais*!. 

A produção de AcsMsH representa produtiva associação de conhecimen- 
tos básicos sobre a imunoquímica da molécula de Ac e a inclusão de infor- 
mações adquiridas em diferentes áreas correlatas da imunologia e de outras 
ciências. Horizontes amplos foram e estão sendo abertos em biotecnolo- 
gia. A identificação de domínios estrategicamente encobertos na estrutura 
de patógenos alvos potenciais para identificar modos de infecção, epítopos 
apensos a esses domínios alvos que se tornam visíveis para o desenvolvi- 
mento de vacinas e de regiões moleculares para desenho de drogas terapêu- 
ticas são apenas alguns dos focos que já estão sendo explorados. 
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Suplemento n° 1: Fragmentacao da molécula de IgG 


Porter submeteu IgG de coelho à digestão pela papaína em presença de 
cisteína e verificou que a constante de sedimentação do material dirigido 
baixava de 7 S a 3,5 S, indicando uma clivagem em fragmentos de apro- 
ximadamente 50 mil43. Quando o material digerido era dialisado contra 
tampão de fosfato pH7 e passado através de uma coluna de carboximetilce- 
lulose, pH 5,2, separavam-se três picos, que foram designados, pela ordem 
de eluição (usando um gradiente de tampão de acetato, pH 5,2 ), fragmentos 
I, I e II. O material correspondente aos picos I e II possuía atividade de 
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anticorpo monovalente, pois inibia a precipitação pelo anticorpo completo, 
ao passo que o material do pico Il era biologicamente inativo. Ao dialisar- 
se o produto digerido contra o tampão de baixa força iônica, o fragmento 
HI cristalizava. Sabemos hoje que os fragmentos 1 e II são antigenicamente 
idênticos e provêm de moléculas de IgG de mobilidades diferentes, razão 
pela qual aparecem em picos separados. Os fragmentos I e II são denomi- 
nados Fab (fragment antigen binding) pelo fato de se combinarem ao anti- 
geno. O fragmento III é designado Fc (crystalized fragment) pelo fato de 
cristalizar-se uma vez liberado integro dos Fabs. Nisonoff, Markus e Wissler 
submeteram IgG de coelho a digestão com pepsina em vez de papaína, na 
ausência de Cys42. Mostraram que o peso molecular do produto digerido 
reduzia-se para 100 kDa (5 S), porém conservava o poder de precipitação do 
Ag; conservava a propriedade de anticorpo bivalente. Em uma segunda fase 
adicionava-se Cys, o peso molecular baixava para 50 kDa e não havia mais 
precipitação, mas apenas inibição da precipitação (fragmento monovalente). 


Suplemento nº 2: Evolução dos conhecimentos sobre anticorpos, antíge- 
nos e reações antígeno-anticorpo. 





Fotografia de M. Heidelberger, professor emérito de imunoquímica do 
College of Physicians and Surgeons, Columbia University, Nova York, Esta- 
dos Unidos. 

Crédito: “Michael Heidelberger 1954”. Fotografia de Harold Low, “Gift. 
Dr. Heidelberger”. Imagem da History of Medicine (NLM), Order No.: 
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B014461. Licensed under Public Domain via Wikimedia Commons. Dis- 
ponível em: <http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Michael Heidelber- 
ger_1954.jpg#/media/File:Michael_Heidelberger_1954.jpg>. 


O professor M. Heidelberger (químico orgânico, formação da qual se 
orgulhava) e Oswald Avery descobriram que os principais antígenos de 
pneumococos são polissacarídeos. A consequência dessa descoberta foi a 
demonstração que anticorpos são proteínas. Esses dois fatos, fundamen- 
tais para o desenvolvimento da imunologia e, por extensão, da medicina, 
permitiram estudos refinados das reações de interações entre moléculas de 
anticorpos e de antígenos. Os aspectos quantitativos da reação de precipiti- 
nas foram firmemente determinados. Como consequência, tornou-se possível 
quantificar, em bases ponderais, o conteúdo de anticorpos nos soros. Estava 
encerrada a época da sorologia. Nascia, formalmente, a imunologia. 

As células se comunicam com o meio ambiente e entre si através de molé- 
culas que produzem e expõem, estrategicamente, na sua superfície. Molécu- 
las que levam mensagens são referidas como mensageiras ou ligantes e as que 
recebem mensagens, como receptores. As moléculas fazem parte de grandes 
grupos ou famílias, como hormônios, mediadores, fatores de crescimento, 
citocinas, enzimas, anticorpos etc. Para cada tipo de mensagem há pares espe- 
cíficos de moléculas mensageiras e de moléculas receptoras. Como o número 
de mensagens que exercem essas atividades é imenso, o número de moléculas 
que transmitem e recebem mensagens é proporcionalmente enorme. 

As células se reproduzem, crescem, diferenciam-se, locomovem-se, des- 
troem outras células ou cometem suicídio sob o comando de mensagens 
específicas para cada uma dessas atividades. 

As células, no ato da comunicação, reconhecem formas. À linguagem 
usada é a configuração embutida nas moléculas que transmitem e que rece- 
bem a mensagem. A configuração tridimensional mais grosseira de molé- 
culas como ácidos nucleicos, proteínas, carboidratos e lipídeos complexos 
é determinada pela sequência dos blocos que as constituem, nucleotídeos, 
aminoácidos, mono-, di- e trissacarídeos, lipídeos. Esses blocos fornecem 
o substrato maior onde repousam os átomos que dão a configuração mais 
delicada final. Para configurações extensas, imprecisas, há receptores pano- 
râmicos; para pormenores, precisos, há receptores de ajuste fino. 

As mensagens recebidas pelos receptores são transmitidas, também, via 
moléculas especiais de proteínas para o interior da célula. No citoplasma, 
entram numa rede de difusão, própria para cada tipo de mensagem, de onde 
são orientadas para as organelas encarregadas de dar a resposta. 
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Há mensagens que permitem que as células distingam material produ- 
zido na sua própria comunidade de material importado do meio externo. 
Ambas são iniciadas por três famílias de moléculas: receptores de linfócitos 
T (RCR), anticorpos e proteínas do complexo principal de histocompati- 
bilidade (pCPH), dispostas, respectivamente, na superfície de linfócitos T, 
linfócitos Be de quase todas as células. 

Anticorpos são singulares: funcionam tanto como mensageiros quanto 
como receptores e executores de mensagens. Quando sua existência não pas- 
sava de uma hipótese, eram referidos pelo termo vago de entidades; depois 
que uma de suas funções, talvez a que lhe confere identidade, foi descoberta, 
foram denominados anticorpos e, finalmente, quando a anatomia funcional 
de sua molécula foi conhecida, foram denominados imunoglobulinas (Ig). 
A evolução dos conhecimentos sobre essa fascinante molécula é parte do 
motivo das aulas de anticorpos humanizados. 

A história da evolução do conhecimento, na Antiguidade, está entremeada 
de mito e realidade. Observações isoladas já indicavam que certas doenças 
passavam de pessoa a pessoa: eram contagiosas. Certas pessoas, talvez a 
maior parte, que tivessem tido certa doença raramente tornavam a adqui- 
rir a mesma doença: tornavam-se imunes. As ordenhadeiras, por exemplo, 
eram resistentes à varíola bovina. Essas senhoras, no início de suas ativida- 
des profissionais, em geral adquiriam uma forma branda da varíola bovina 
restrita às mãos. Depois de curadas, não adquiriam mais essa doença, ape- 
sar de continuarem a ordenhar vacas com varíola. Além disso, as manchas 
cutâneas típicas que caracterizavam pessoas sobreviventes de epidemias de 
varíola raramente eram encontradas em ordenhadeiras. As ordenhadeiras 
eram resistentes tanto à varíola bovina como à humana. 

A humanidade estava ansiosa por medidas que prevenissem ou curassem 
a varíola. O índice de mortalidade da varíola era da ordem de 20% a 30%! 
Os circassianos, para impedir que suas jovens tivessem manchas de varíola e, 
assim, proteger seu comércio de escravas com os reis da Turquia e da Pérsia, 
inoculavam seus filhos com pus obtido de pústulas de varíolas brandas. 

Com base nessas observações, Edward Jenner, em 1796, realizou sua 
famosa heroica e “antiética” experiência em seres humanos: injetou pus 
obtido de pústulas da varíola bovina em crianças. As crianças que foram 
inoculadas com o pus, da mesma forma que as ordenhadeiras, durante as 
epidemias de varíola não tinham a doença. Tornavam-se imunes. 

Estava descoberta, oficialmente, a primeira vacina, termo proveniente do 
latim vacca, “vaca”. Curiosamente, essa vacina grosseira testada sem obede- 
cer os princípios rigorosos da ética médica, foi a primeira vacina a erradicar 
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uma doença. O último relato oficial de um caso de varíola aconteceu na 
Somália, em 1970! 

Essa descoberta esperou 150 anos para ser estendida a outras doenças: 
Robert Koch, von Bhering, Paul Eherlich e Louis Pasteur, no século XIX, 
foram os responsáveis. 

Supunha-se, com base apenas em observações cientificamente frágeis, 
que as pessoas que se recuperavam de uma doença infecciosa e se torna- 
vam resistentes aquela doença produziam entidades de resistência que cir- 
culavam em seu sangue. Essa suposição foi cientificamente comprovada, no 
século XIX, com a realização de experimentos bastante simples. A adição 
de quantidades seriadas de amostras desses soros a uma série de tubos 
contendo igual volume de uma suspensão da bactéria causadora da infecção 
para a qual o doador do sangue estava resistente produzia aglutinação das 
bactérias. Esse fenômeno, observado com lentes de aumento, mostrava que 
as bactérias, isto é, pequenos “corpúsculos”, juntavam-se uns aos outros na 
presença daquele soro. O soro continha entidades que reconheciam aqueles 
corpúsculos, isto é, “anticorpúsculos”. Essas entidades foram denominadas 
anticorpos. Quando, em lugar de bactérias íntegras, vivas, extrato solúvel 
da bactéria era adicionado a uma série de tubos contendo igual volume do 
soro, observava-se a formação de flóculos mais grossos ou de precipitados 
mais finos. As entidades que aglutinavam as bactérias foram denominadas 
anticorpos aglutinantes, e as que as precipitavam, anticorpos precipitantes 
ou precipitinas. As entidades presentes na superfície da bactéria e nos extra- 
tos bacterianos foram denominadas antígenos. 

Se, em lugar de soro obtido de pessoa convalescente, fosse utilizado soro 
de pessoa que ainda não tinha tido a doença, não havia nem aglutinação e 
nem floculação ou precipitação. Estava descoberta a característica distintiva 
dos anticorpos: a especificidade. 

Arrhenius e Madsen repetiram os experimentos descritos acima usando 
soro de convalescentes de difteria como fonte de anticorpos, toxina diftérica 
como antígeno, porém testando a toxicidade residual da toxina em animais, 
e verificaram que os anticorpos neutralizavam a toxina. Estava descoberta 
a atividade antitóxica dos anticorpos. Esses anticorpos foram denominados 
anticorpos neutralizantes. 

Conquanto a estrutura das proteínas como cadeias de polipeptídeos já 
tivesse sido, naquela época, demonstrada por Emil Fischer, a natureza dos 
anticorpos, dos antígenos e dos fenômenos da aglutinação, precipitação 
e neutralização ainda não podia ser estudada. Os conhecimentos de física e 
de química ainda eram insuficientes. Surgiram, todavia, algumas sugestões 
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curiosas. Arrhenius e Madsen, por exemplo, propuseram que na neutrali- 
zação de toxinas anticorpos e antígenos se combinariam à maneira da neu- 
tralização de ácidos fracos por bases fracas; Kraus interpretou a reação de 
precipitinas como modificações induzidas pelo antígeno no estado coloidal 
do soro, de modo a desnaturar suas proteínas, e que os anticorpos esta- 
vam associados à fração do soro denominada globulinas. Apenas esta última 
sugestão sobreviveu. 

Restava saber se o antígeno, de fato, incorporava-se nos precipitados 
durante a reação de precipitinas. Apesar das dificuldades operacionais com 
os métodos disponíveis na época, essa importante questão foi elegante- 
mente resolvida por von Dungern, em 1902. Esse arguto pesquisador esco- 
lheu como antígeno sangue de caranguejo. Injetou coelhos com esse soro e, 
depois de algumas semanas, tempo suficiente para a formação de anticorpos 
antissoro de caranguejo, colheu sangue dos coelhos e usou o soro na reação 
de precipitação com sangue de caranguejo como antígeno. Os precipitados 
resultantes quando agitados com ar tornavam-se azuis. Radicais de cobre 
associados à molécula de hemocianina do sangue de caranguejo adquirem 
cor azul ao serem oxidados. Assim, elegantemente, Von Dungern demonstrou 
que, de fato, o antígeno incorpora-se nos imunoprecipitados. Resumindo: na 
virada do século XX, estava cientificamente demonstrado que o organismo 
produz substâncias que o protegem contra infecções; que essas substâncias 
interagem tanto com bactérias vivas como com seus extratos; que induzir 
produção de anticorpos não é “privilégio” de bactérias, pois substâncias 
de origem não bacteriana também induzem a produção de anticorpos; e 
que tanto a indução como a interação dos anticorpos com os antígenos são 
fenômenos específicos. 

Duas décadas depois, portanto nos anos 1920, foram feitas três impor- 
tantes descobertas: 

e Avery e Dochez observaram que formas virulentas de pneumococos 
excretam substâncias no meio de cultura. As substâncias excretadas 
formam precipitados com anticorpos específicos para o tipo de pneu- 
mococo do qual a substância foi derivada; 

e Bial descobriu as “agressinas”, substâncias excretadas no meio de 
cultura que tornam a bactéria mais virulenta quando adicionada à 
suspensão bacteriana; e 

e Ascoli observou que o Bacillus anthracis pode ser reconhecido por 
reações de precipitação. 
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Coube, todavia, a Oswald T. Avery entender a enorme importância des- 
sas descobertas. Antecipou que nos polissacarídeos grupo-específicos, geral- 
mente livres de nitrogênio e resistentes à ação de enzimas do organismo 
do hospedeiro, presentes nas suas culturas de pneumococos (Streptococcus 
peneumoniae), encontrava-se o segredo da especificidade bacteriana. 

Admitindo a enorme possibilidade de configurações distintas que os polis- 
sacarídeos podem originar, estava aberta a possibilidade de se usar, pela pri- 
meira vez, uma substância diferente de proteínas nas reações imunológicas. 

Naquela época, eram conhecidas três formas “fixas” de pneumococos, 
tipo I, tipo H e tipo HI, e uma quarta, tipo IV, na qual eram colocadas as 
demais que não se enquadravam entre as três primeiras. Essas formas excre- 
tavam no meio de cultura polissacarídeos absolutamente específicos nas rea- 
ções de precipitação frente a soros contendo os correspondentes anticorpos. 

Demonstrou-se, a seguir, que nos microrganismos encapsulados sua espe- 
cificidade se deve aos carboidratos aí presentes. A exceção foi encontrada 
no Bacillus anthracis, cuja cápsula, ao contrário, é um polipeptídeo que 
consiste exclusivamente de D(-) ácido glutâmico. D(-) ácido glutâmico é o 
enanciomórfico, o oposto espacial L(+) ácido glutâmico, sendo o que existe 
na maioria das proteínas. Os polissacarídeos de penumococos, de outros 
microrganismos encapsulados e a proteína da cápsula de Bacillus anthracis 
injetadas em cavalos induziam a produção de anticorpos específicos. 

Com tais descobertas, estava aberto o caminho para estudos mais seguros 
da especificidade das reações de precipitação. Uma adição importante foi 
feita por Felt: misturando-se soro de cavalo contendo anticorpos antipneu- 
mococos com água acidulada, 90% dos anticorpos são precipitados sem 
desnaturação, enquanto 90% das demais proteínas permanecem na fração 
solúvel. Foi a primeira tentativa bem-sucedida de isolar anticorpos de outras 
proteínas do soro. 

Os caminhos para se conhecer a natureza dos anticorpos, das reações de 
precipitação e aglutinação estavam abertos: 

e polissacarídeos de pneumococo solúveis tipo II, S-II, constituídos de 
ácido policelobiurônico, isto é, ácido glucurônico-4-b-glucose, injeta- 
dos em cavalo, coelho e seres humanos, produzem grandes quantida- 
des de anticorpos; 

e o método descrito por Felton para isolar anticorpos; 

e um método rigorosamente preciso para dosar nitrogênio com um 
mínimo de erro experimental: método de micro-Kjeldahl; 

e um método altamente sensível para dosar polissacarídeos de 
pneumococos. 
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Michael Heidelberger e colaboradores, entre os anos 1930 e 1940, dedi- 
caram-se a percorrer aqueles caminhos. A série de tubos contendo igual 
volume de soro de cavalo (Ac) que havia sido injetada com polissacarideo 
S-III (S), adicionaram 0,05 mg, 0,10 mg, 0,15 mg, 0,20 mg ou 0,25 mg de 
S. Controles contendo apenas S ou Ac foram incluídos. Uma série de tubos 
foi incubada a 37 °C e outra similar a 0 °C por algumas horas. Após centri- 
fugação, dosava-se o nitrogênio total nos precipitados e os polissacarídeos 
residuais nos sobrenadantes. Estes últimos eram submetidos, novamente, à 
reação de precipitação para titular anticorpos residuais. 


1. Imunoglobulinas em animais inferiores 

Imunoglobulinas têm sido encontradas em todas as classes de vertebrados 
mandibulados: peixes de esqueleto cartilaginoso e ósseo, dipnoanos, cros- 
soptergianos, anfíbios, répteis, aves e mamíferos. Nestes animais encontram- 
se imunoglobulinas de estrutura tetramérica com duas cadeias H e duas L, 
tanto na forma secretada como ligada à membrana celular. São exceção a 
essa regra as imunoglobulinas de camelídeos, que não possuem cadeias L, e 
as imunoglobulinas-símiles de tubarão. 

As imunoglobulinas-símiles de tubarão, denominadas “nurse shark 
antigen receptor” (NAR), são proteínas diméricas em que cada cadeia con- 
siste em cinco domínios, o domínio N-terminal semelhante à região V e qua- 
tro domínios semelhantes à região constante das imunoglobulinas. Parece 
que os genes para NAR se rearranjam somaticamente e que os aminoácidos 
substituídos agrupam-se em três regiões correspondentes aos CDR. Admite- 
se que NAR situe-se filogeneticamente entre imunoglobulinas e TCR. 

Nos peixes cartilaginosos (chondrichthyanos), a molécula de imunoglo- 
bulina possui dois tipos de cadeias H e um tipo de cadeia L. Uma das cadeias 
H é relacionada à cadeia m de mamíferos, enquanto a outra é distinta. A 
cadeia L é, também, relacionada à cadeia k de mamíferos. Nesses animais há, 
portanto, duas classes de imunoglobulinas notadas: IgM e IgX. 

A organização dos segmentos gênicos que codificam para as cadeias H e 
L nos peixes cartilaginosos é diferente da das demais classes de vertebrados. 
Os peixes cartilaginosos possuem múltiplos loci para ambas as cadeias H 
e L, localizados em diferentes cromossomas. Cada locus consta de regiões 
únicas para os segmentos V, J e C. Em algumas sequências que codificam 
para as cadeias H e L todos os segmentos estão separados por sequências 
de mais ou menos 400 pb; em outras, o segmento de 400 pb foi removido, 
permitindo que as regiões se liguem, o que resulta nas seguintes associações: 
(VD)-J-C, (VDJ)-C e (VD)-(DJ)-C para os loci das cadeias H, e (VJ)-C para 
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os loci das cadeias L. Os parênteses indicam segmentos unidos. As recom- 
binações ocorrem dentro de um locus, e jamais entre loci diferentes. Parece 
que em cada linfócito B há apenas um locus. 

Há duas famílias de loci para a cadeia H: uma engloba loci que codificam 
para D1 ou D1 mais D2, porém não para D2 sozinho; e a outra engloba 
loci que codificam alternativamente para D2 ou D1 e D2, mas não para D1 
sozinho. 

Há três famílias de loci que codificam para a cadeia L: uma relacionada 
aos genes da cadeia k de mamíferos; as outras duas diferem tanto da cadeia 
k como da | de mamíferos. 

Os genes para essas famílias de genes para as cadeia H e L de peixes car- 
tilaginosos provavelmente divergiram antes da bifurcação dos peixes carti- 
laginosos e ósseos, há mais de 450 milhões de anos. 

Todos os outros vertebrados mandibulados (peixes ósseos, dipnoanos, 
crossopterygianos, anfíbios, répteis, aves e mamíferos) possuem um número 
limitado de loci para as cadeias H e L, cada locus consistindo em múltiplos 
segmentos V, (D) e J alinhados, seguidos dos éxons para C. 

Os crossopterygianos, representados pelo coelacanto (Latimeria 
chalumnae), possuem seus genes para a cadeia H arranjados, como nos pei- 
xes ósseos, na sequência V-D-V-D. 

Os dipnoanos, pouco estudados, possuem os isotipos m e n de cadeias H. 

Os anfíbios, representados pela rã-de-unhas-africana (Xenopus laevis), 
expressam três isotipos de cadeias H, m, u e c, e as correspondentes classes 
de imunoglobulinas, IgM, IgY e IgX. 

Os répteis expressam três isotipos de cadeias H, m, u e n, e as correspon- 
dentes classes de imunoglobulinas, IgM, IgY e IgN. Suas cadeias L ainda não 
foram caracterizadas. 

Nas aves, as imunoglobulinas contêm cadeias H m, a e u e apenas cadeias 
L tipol. As cadeias H expressam-se nas correspondentes classes IgM, IgA 
e IgY. As cadeias m, a e l são homólogas às de mamíferos. Já a cadeia u é 
homóloga à de anfíbios e répteis. A cadeia u é encontrada em diferentes for- 
mas: a forma Cu1, Cu2, Cu3 e Cu4, comuns na maioria das aves, e a forma 
em que Vu se acha combinada com duas regiões C, Cu1 e Cu2. Esta última 
tem sido detectada em palmípedes. As aves possuem também IgM e IgA. 

A IgY do Gallus gallus corresponde à IgG de mamíferos. Consiste de duas 
cadeias H e de duas L. A cadeia Hu tem peso molecular de 66 kDa, e a LI, de 
22 kDa. A molécula inteira tem em torno de 188 kDa. IgY possui atividades 
biológicas tanto de IgG como de IgE de mamíferos. IgY, à medida que vai 
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sendo sintetizada, acumula-se na gema dos ovos. E a reserva de anticorpos 
que a mae lega à sua prole. 


1.1 Produção de Ac 

Ac são produzidos por plasmócitos, células derivadas de linfócitos B. Lin- 
fócitos B, após uma série de diferenciações, passam a expressar na superfície 
da membrana celular receptores para Ag designados BCR. Esses receptores 
resultam da associação não covalente de uma molécula de Ig com o hetero- 
dímero transmembrânico IgallgB. Os dois Fab da Ig acham-se livres e expos- 
tos na superfície, e a região Fc acha-se inserida na membrana da célula sem 
chegar ao citoplasma. As regiões extracelulares das proteínas Iga (42 kDa) e 
IgB (37 kDa) estabelecem contato entre o heterodímero Igollgf e a molécula 
de Ig. As regiões citoplasmáticas do heterodímero IgallgP contendo motivo 
de ativação do imunorreceptor baseado em tirosina (immunoreceptor tyro- 
sine-based activation motive — ITAM) servem de pontes para o estímulo 
resultante da interação Ag-Ac na molécula de Ig e a ativação de quinases e 
de outras moléculas tanto citoplasmáticas como nucleares. Transcrição de 
genes, ativação celular e expressão de funções efetoras são os resultados 
imediatos. Linfócitos T, após uma série diferenciações, passam a expressar 
na superfície da membrana celular receptores para Ag designados TCRap 
ou TCRyô. TCRs são glicoproteínas heterodiméricas com um único sítio de 
combinação para o Ag. A molécula de TCRaß possui uma cadeia TCRa (49 
kDa) ligada via ponte dissulfeto a uma cadeia TCRB (43 kDa). Da mesma 
maneira, a molécula de TCRyô possui uma cadeia TCRy (40-55 kDa) unida 
também por ponte dissulfeto a uma cadeia TCRô (45 kDa). Cada cadeia 
TCR é constituída de um domínio V e um domínio C, um resíduo de Cys 
conectando as sequências Va e Ca e VB e CR em TCRaf, assim como Vy e 
Cy e Vô e Cô em TCRyô. Os domínios C e V, estabilizados por ligações inter- 
nas de dissulfeto, estão estruturalmente organizados como na molécula de 
Ig. As regiões V situadas nas regiões N-terminais dos dois polipetídeos do 
TCR formam um único sítio de combinação para o Ag. Estabelecem contato 
simultâneo com o epítopo antigênico e com a molécula adequada de MHC. 
Diferentemente de BCR, que pode originar isotipos, TCR expressa região 
C original ao longo de toda a vida celular e nem está envolvida na ativa- 
ção de mecanismos efetores. As moléculas de TCRs atravessam a membrana 
celular do linfócito T, mas atingem o citoplasma com porções muito curtas, 
insuficientes para a transferência de estímulos de sinalização intracelular. 
Essa transferência é realizada pelo complexo CD3. O complexo CD3 con- 
tém combinações heterodiméricas variáveis de cinco cadeias de proteínas 
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designadas CD3y, CD36, CD3s, CD3¢ e CD31. As moléculas de CD3 como 
Iga\lgß também usam ITAMs no processo subsequente de sinalização intra- 
celular. As moléculas de Ig de Ig-símile expressas, respectivamente, na super- 
fície de cada clone de linfócitos B ou T reconhecem um, e apenas um, epítopo 
antigênico. O processo de origem da diversidade dos Ac responsável pelo 
vasto repertório de regiões hipervariáveis dos Fab aconteceu em fases deter- 
minadas do desenvolvimento embrionário. Esse vasto repertório, da ordem 
de 10º a 10!! sequências diferentes, cada uma potencialmente expressa nos 
CDR das futuras regiões hipervariáveis, aparentemente inclui especificidades 
para todos Ag. A estratégia de gerar mensagens antes de células preserva 
espaços nos tecidos linfoides. 
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13.1 INTRODUÇÃO 


O uso de plantas na obtenção de produtos medicinais é amplamente 
conhecido desde os primórdios da humanidade. Com o avanço da biologia 
molecular e da manipulação de ácido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic 
acid —- DNA) pela engenharia genética, tornou-se possível a utilização de 
plantas para a obtenção de diversos produtos farmacêuticos e industriais 
que não eram encontrados naturalmente em células vegetais. O desenvol- 
vimento de plantas transgênicas visando à produção de proteínas recombi- 
nantes é usualmente denominado “plantas como biorreatores”, “agricultura 
molecular” (tradução direta de molecular farming), ou “fármacos produzi- 
dos em plantas” (tradução direta de plant-made pharmaceutical). 

As primeiras plantas transgênicas foram obtidas na década de 1980 e um 
dos primeiros casos de sucesso foi a obtenção de plantas resistentes ao cloran- 
fenicol, um antibiótico de amplo espectro eficaz contra bactérias gram-nega- 
tivas e gram-positivas. Ele bloqueia a síntese proteica bacteriana, por inibição 
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da unidade ribossômica 50S (unidade sem a qual a bactéria não consegue sin- 
tetizar proteínas vitais para a sua multiplicação e sobrevivência). Nesse traba- 
lho, pela primeira vez foram inseridas no genoma vegetal sequências de DNA 
quiméricas (gene recombinante que contém sequências de mais de uma fonte 
de material genético, por exemplo, o promotor de um gene com a sequência 
gênica para a proteína/enzima de interesse) (Figura 13.1). Isso possibilitou a 
expressão da enzima cloranfenicol acetiltransferase!. Na mesma década, surgiu 
um dos trabalhos pioneiros descrevendo a produção em plantas de uma pro- 
teína recombinante de interesse farmacêutico. Nesse caso, foi feita a expressão 
do hormônio de crescimento humano em tabaco e calos de girassol?. Desde 
então, diversos produtos de interesse farmacêutico e industrial foram obtidos 
através da expressão recombinante em plantas, cabendo destacar vacinas, anti- 
corpos, enzimas, hormônios, suplementos nutricionais e plásticos biodegradá- 
veis, como discutido a seguir. 





—— e > 


Promotor 35S do Gene de interesse Terminador da 
Virus do Mosaico de um determinado Nopalina Sintase 
da Couve-flor organismo de Agrobacterium 
(CaMV) tumefaciens 


Figura 13.1 Estrutura de uma sequência de DNA quimérica. O DNA representado contém uma fusão do promotor 35S obtido do vírus 
do mosaico da couve-flor (CaMV) com uma sequência codificante de uma proteina de interesse (que pode ser de diversos organismos), 
ligada ao terminador da nopalina sintase da bactéria 4. tumefaciens. 


O interesse na geração de plantas transgênicas que produzam proteínas de 
uso farmacêutico ocorre devido a uma série de fatores, tais como a capaci- 
dade das células vegetais de promover modificações pós-traducionais seme- 
lhantes às encontradas em seres humanos e micro-organismos. Há também 
a possibilidade mínima de contaminação do produto por patógenos humanos 
e animais, como, por exemplo, a transmissão de vírus ou príons. As plantas 
contam com órgãos de estocagem naturais, como frutas e sementes, para faci- 
litar a acumulação estável das proteínas recombinantes, existindo também 
protocolos estabelecidos para colheita, transporte, estocagem, processamento 
do material vegetal, além da produção em larga escala a um custo reduzido”. 
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De modo geral, para a obtenção do produto final, a purificação da pro- 
teína recombinante é necessária, existindo diversas metodologias para esse 
processo, que variam de acordo com as características da proteína e do local 
de expressão na planta. Entretanto, existe a possibilidade de produção de 
vacinas comestíveis, que não necessitam de etapas de purificação prévias, 
já que a imunização ocorre com a ingestão de material vegetal sem o seu 
processamento (Figura 13.2). Atualmente, vacinas comestíveis estão sendo 
produzidas e testadas para várias doenças humanas, como a vacina contra 
a hepatite B produzida em batata”, e para animais, como a vacina contra a 
pasteurelose pneumônica bovina expressa em alfafaº. 


Transferência de um gene Mínimo processamento da batata 
de patógeno humano ou animal transgênica (sem necessidade de 
purificação da proteina 

recombinante) 


para plantas de batata 


ha 
“4 — 
7 





A ingestão da batata crua pode desencadear 
uma resposta uma proteção imunológica 
contra o patógeno doador do gene 





Figura 13.2 Produção de vacinas comestíveis. Através da transferência de um gene codificante de um antígeno de organismos patogéni- 
cos, é possível produzir plantas transgênicas. Um exemplo são plantas que produzem batatas, cuja ingestão pode desencadear proteção 
imunológica contra uma determinado doença. 


Neste capítulo, serão abordados os principais pontos no desenvolvimento 
de uma planta transgênica com vistas à produção de proteínas de interesse 
farmacêutico: (a) organismos hospedeiros; (b) otimização dos níveis de 
expressão; (c) compartimentos subcelulares; (d) métodos de transforma- 
ção genética; (e) modificações pós-traducionais; (f) processos dorwnstream; 
(g) biossegurança; (h) propriedade intelectual. Também será discutida uma 
técnica passo a passo de transformação genética de tabaco, considerada 
uma das principais plantas utilizadas como biorreatores para a produção 
de proteínas heterólogas. Além disso, descreveremos diversos produtos 
já obtidos em plantas transgênicas e as perspectivas futuras em relação a 
essa tecnologia. 
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13.2 ORGANISMOS HOSPEDEIROS 


A escolha da espécie hospedeira é muito importante para a produção 
de proteínas recombinantes e está associada ao tipo de proteína que será 
expressa e a sua finalidade. Apesar de existirem várias espécies vegetais com- 
provadamente eficientes na expressão de proteínas heterólogas, nenhuma 
delas pode ser considerada ideal para todos os tipos de produtos. Diversos 
fatores são levados em consideração na escolha do hospedeiro, tais como: 
ciclo de vida, quantidade de biomassa, facilidade de manipulação genética e 
custos de produção em larga escala”. Em especial, para vacinas comestíveis, 
o ideal é a produção em alimentos que não necessitem de cozimento para 
o consumo, evitando a desnaturação da proteína recombinante e a conse- 
quente queda da eficácia do princípio ativo*. Na Tabela 13.1, temos vários 
exemplos de organismos hospedeiros que foram utilizados na expressão de 
proteínas recombinantes. 


Tabela 13.1 Exemplos de aplicações na produção de proteínas recombinantes de interesse farmacêutico em plantas transgênicos. RE: 
retículo endoplasmático; n/d: não determinado 


























APLICAÇÃO HOSPEDEIRO PROTEÍNA PROMOTOR COMPARTIMENTO REFERÊNCIA 
Anticorpos Milho 2612 gt RE Rademacher, et al. 08 
Tabaco SIgA p35$ RE e Apoplasto Ma, et al.12117 
Tabaco scFv idiotipos psP Secretada McCormick, et al." 
Tomate hIgA 241 35S n/d Juarez, et al. 
Tabaco mAbP S057 35S RE Lee, et al.!% 
N. benthamiana 2612 35S n/d Strasser, et al.” 
Antihemorrágico Milho Aprotinina Ubiquitina de milho n/d Zhong, et al.” 
Citocinas Tabaco IL-10 35S RE, Apoplasto, Citosol  Bortesi, et al. 1ºº 
Células de arroz hGM-CSF Ramy3D Secretada Biemelt, et al. 1º 
A. thaliana hIGF-1 Humano Oleosin Corpúsculos Oleosos Li, et al.“ 
Tabaco INF-b 35S n/d Edelbaum, et al. ° 
Tabaco IL-13 2x 35S RE Wang, et al. "10 
Arroz hIGF-1 6T13a RE Xie, et al." 
Diversas Arroz Lactoferrina Gt RE Nandi, et al.!"5 "6 
Enzima Células de cenoura prGDC 35S Vacúolo Shaltiel, et al.”, 


Aviezer, et al." 





Hormônios Tabaco e alface Prd-Insulina pLD Cloroplasto Boyhan e Daniel”? 
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APLICAÇÃO HOSPEDEIRO PROTEÍNA PROMOTOR COMPARTIMENTO REFERÊNCIA 
Soja hGH B-conglycinin Vacúolo Cunha, et al.” 
Tabaco hGH y-kofirina RE Leite, et al. 
Vacinas Tabaco PMSF de É 35 n/d Ghosh, et al. 
falciparum 
OsoA de B. 
80 
Tabaco foliei 35S Cloroplasto Glenz, et al. 
Batata HBsAG de Hepatite B 35S n/d Kong, et al. 
Alfafa 6560 do M. 35S RE Lee, et al.é 
haemolytica 
Tabaco e batata L1 de HPV-16 35S n/d Biemelt, et al. "1º 
Alface S-HBsAg 35S RE e Envelope Nuclear Pniewski, et al. 
Tomate RSV-F E8 n/d Sandhu, et al.“ 
Tabaco L1 de HPV-16 pRM Cloroplastos Lenzi, et al. 
Tabaco e alface M- e L-HBsAg de HB 35S n/d Pniewski, et al.” 
Espinafre TAT de HIV-1 CP sgRNA n/d Karasev, et al.” 
CTB de Vibrio 
i -70 98 
Milho dalene y-zein n/d Karaman, et al. 
Banana HBsAg de HB ubg3 e EFE ER Kumar, et al.” 
Tabaco e alface Edo a psbA Cloroplasto Lakshmi, et al.” 
tuberculosis 


O tabaco é considerado planta modelo na produção de proteínas recom- 
binantes devido à sua versatilidade em cultura de células e tecidos, avançada 
tecnologia em manipulação genética, ciclo de vida curto (germinação da 
semente até a produção de novas sementes em três meses) e alta produção de 
biomassa, proporcionando um grande potencial para uma rápida produção 
em larga escala*!º. 

Às primeiras plantas transgénicas foram produzidas a partir da transfor- 
mação do tabaco e, atualmente, existem diversas proteínas de interesse far- 
macêutico sendo expressas nessa cultura. Em tabaco, foi possível a obtenção 
de vacinas baseadas em anticorpos idiótipos específicos para cada paciente 
no tratamento contra o linfoma folicular de células B, com uma rápida pro- 
dução de anticorpos de cadeia simples em plantas. Em testes pré-clínicos, 
foi demonstrado que esta vacina é segura e que os pacientes desenvolveram 
uma resposta imunológica contra a doença!!. O idiótipo de um anticorpo é 
a porção deste característico do clone de linfócitos B que o produziu, sendo 
formado pelo primeiro domínio conformacional (a contar da extremidade 
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amino) de um par de cadeias H e L em conjunto. É ao nível do idiótipo que 
se define a especificidade do anticorpo por um determinado antígeno, pois 
atua na interação daquele com uma determinada conformação à superfície 
do mesmo, o epítopo (Figura 13.3). 


Região \ 
variavel 


Região constante 





Figura 13.3. Estrutura do anticorpo IgG. O anticorpo IgG é constituído por uma região constante e uma variável. Em destaque está a 
região do idiótipo, responsável pela especificidade do anticorpo por um determinado antígeno. 


A expressão de proteínas em sementes de cereais é atrativa, pois essas 
culturas geralmente produzem uma grande quantidade de grãos, com alto 
conteúdo proteico e, no caso do milho, existe uma metodologia avançada 
de transformação genética!®> 1, A primeira proteína recombinante comercial 
expressa em cereais foi produzida em plantas transgênicas de milho, que 
acumulavam a glicoproteína avidina em sementes. Um alto nível de expres- 
são foi observado (2% de proteína total solúvel). Os autores estimaram que 
seriam necessários aproximadamente 100 kg de sementes de milho para a 
obtenção de 20 g dessa proteína, uma quantidade muito menor de material 
em comparação com o método de extração da proteína nativa em ovos de 
galinha, que necessitaria de 900 kg para chegar à mesma quantidade de 
avidina!*, 

É possível utilizar cultura de células vegetais na expressão de proteínas 
recombinantes, através do cultivo de calos indiferenciados ou células em sus- 
pensão. Nesse sistema, as proteínas de interesse podem ser retidas no inte- 
rior da célula ou secretadas para o meio de cultura, sendo que neste último 
caso o processo de purificação proteica é simplificado. Outrossim, como o 
cultivo é feito em tanques de contenção (como biorreatores), existem van- 
tagens em relação a sua biossegurança!*!º. Células de tabaco BY-2 (bright 
yellow) e NT-1 são as células hospedeiras mais utilizadas nesse processo, 
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pois possuem um crescimento rápido e ciclo celular sincronizado”, ainda 
que diversas outras espécies venham sendo utilizadas, como a cenoura e 
danos, 

Outras culturas têm sido utilizadas para a produção de proteínas recom- 
binantes, dentre as quais vale destacar a soja, que, por ser uma leguminosa, 
possui uma alta quantidade de proteínas em sua semente. Nela, foi possível 
a obtenção do hormônio de crescimento humano (human growth hormone 
— hGH) ativo em altos níveis (mais de 2% de proteína total solúvel)”. Outro 
aspecto interessante de espécies que produzem altas taxas de óleo é o ende- 
reçamento da proteína recombinante para corpúsculos oleosos, através da 
fusão do gene de interesse a um gene de uma oleosina (Figura 13.4). Dessa 
forma, é possível obter boas quantidades de proteínas recombinantes sem a 
necessidade de etapas complexas de purificação”. 


PPI aa URLS Bo Pprotema recombinante 


Transcrição e tradução 


Endereçamento para 
corpúsculos oleosos 


Proteina recombinante retida 
em corpúsculo oleoso 
(uso direto) 


Clivagem do peptideo 
de ligação com 
protease 


Proteína recombinante separada 
do corpúsculo oleoso devido a clivagem 
por proteases 





4 Oleosina @Ê Proteina de interesse 


® Peptides de Ligagdo (PL) |» Corpúsculo oleoso 


Figura 13.4 Expressão e endereçamento de proteínas recombinantes para corpúsculo oleoso. O gene da proteina de interesse é fusiona- 
do ao gene de uma oleosina, podendo conter uma região intermediária de DNA que será traduzido em aminoácidos específicos (peptídeo 
de ligação), alvo para uma posterior clivagem por proteases. Após a transcrição e tradução, a proteína recombinante é endereçada para 
o corpúsculo oleoso e sua estrutura fica exposta na superfície. Após mínimas etapas de purificação, a proteína de interesse pode ser 
utilizada quando ainda ligada ao corpúsculo ou separada através da clivagem do peptídeo de ligação. 
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A batata tem sido amplamente utilizada em testes para produção de vaci- 
nas comestíveis?!, mesmo havendo a necessidade de seu cozimento para se 
tornar palatável. Alternativamente, podem ser utilizados o tomate, a banana 
e a alface, pois podem ser consumidos crus, evitando, assim, a degradação 
do medicamento’. 


13.3 OTIMIZAÇÃO DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO 


A obtenção de altos níveis de expressão de proteínas recombinantes em 
plantas transgênicas é essencial para viabilizar o seu uso comercial, pois 
baixos níveis de expressão, consequentemente, elevarão muito o custo do 
produto final. 

Diversos fatores podem influenciar os níveis de expressão de uma pro- 
teína recombinante. Por isso, estratégias devem ser utilizadas com o objetivo 
de otimizar a expressão de um determinado gene em células vegetais. 


13.3.1 Vetores de expressão 


Vetores de expressão são plasmídeos que carregam o cassete de expressão 
do gene de interesse, permitindo assim, que este gene possa ser transcrito e 
traduzido em proteína. Usualmente, esses vetores são constituídos por diver- 
sos componentes que auxiliam a obtenção de plantas transgênicas. Através 
de diversos métodos, detalhados adiante, os vetores são introduzidos nas 
células da planta hospedeira, de forma que a maquinaria celular utilize a 
informação genética para a produção da proteína recombinante. 

O cassete de expressão da proteína recombinante é basicamente com- 
posto por um promotor, o gene de interesse e um terminador. Normalmente 
esse vetor também possui um segundo cassete de expressão, contendo um 
gene que confere à planta resistência a um determinado antibiótico ou herbi- 
cida. Esse segundo cassete é importante no processo de produção das células 
geneticamente modificadas, pois as metodologias de transferência de DNA 
para a célula hospedeira são, geralmente, muito pouco eficientes (apenas 
uma fração das células é modificada geneticamente). Com o segundo cassete 
de expressão, geralmente denominado de gene de resistência, as células gene- 
ticamente modificadas podem ser selecionadas frente às não modificadas 
(Figura 13.5). Isso, normalmente, é feito pelo cultivo das células em meio de 
cultura com agente seletivo (antibiótico ou herbicida), que mata as células 
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que não foram modificadas geneticamente. Além da expressão dos genes de 
interesse e de resistência, os vetores podem incluir genes repórteres, cuja 
expressão permite identificar visualmente células transformadas. 





Figura 13.5 Estrutura básica de um vetor de expressão. O vetor de transformação de plantas contendo o cassete de expressão do gene 
de interesse usualmente contém adicionalmente um cassete de expressão que conferirá resistência a planta a antibióticos ou herbicidas, 
possibilitando a seleção de células transformadas. Também poderá conter um cassete de expressão de uma proteína repórter, possibilitan- 
do a identificação visual de plantas transformados, como a proteina B-glucuronidase. pNos: promotor da nopalina sintase; NPT I! Kan*: 
gene da neomicina fosfotransferase, que confere resistência ao antibiótico canamicina; tNOS: terminador da nopalina sintase; SMC: 
sítio múltiplo de clonagem; p35S: promotor 35S; Gene GUS: gene repórter da B-glucuronidase. 


Em técnicas de transformação via Agrobactéria é necessário que o vetor 
contenha uma região de DNA de transferência (T-DNA, detalhada a seguir), 
que é transferida para o genoma da planta e na qual os cassetes de expressão 
são inseridos. 

Usualmente, um vetor de expressão contém sítios múltiplos de clona- 
gem, que são locais onde enzimas de restrição podem cortar o DNA permi- 
tindo a inserção do cassete de expressão do gene de interesse. O vetor de 
expressão contém diversas outras regiões importantes para outros aspectos, 
como replicação, seleção das bactérias, mas que extrapolam os objetivos 
deste capítulo. 


13.3.2 Otimização de códons 


O código genético é redundante, uma vez que a maioria dos aminoácidos 
pode ser traduzida por mais de um códon (códons sinônimos). À frequência 
relativa de códons utilizados na transcrição do DNA em ácido ribonucleico 
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mensageiro (messenger ribonucleic acid - mRNA) varia entre organismos e 
mesmo entre os diferentes genes de um mesmo organismo. Para um mesmo 
aminoácido, alguns códons permitem maiores velocidades de tradução, 
menores taxas de erro durante a tradução, bem como menor formação de 
estruturas que terciárias que inibem a tradução. 

O mecanismo de utilização de códons preferenciais é complexo, e ainda 
não existe um modelo bem caracterizado. Entretanto, o aperfeiçoamento da 
sequência de códons de um gene usualmente é realizado com a obtenção de 
um gene sintético ou por mutagênese sítio-dirigida, de forma que os códons 
se assemelhem aos mais utilizados pela espécie hospedeira. É importante não 
incluir na sequência otimizada sempre o mesmo códon para um mesmo ami- 
noácido, pois esse gene pode gerar uma demanda do mesmo RNA transpor- 
tador (tRNA) muito maior do que a população normal desse tRNA na célula 
hospedeira. Isso leva a erros, como a troca de aminoácido durante a tradu- 
ção proteica, como também pode diminuir a velocidade de tradução”? 7°. 
Além disso, a flexibilidade na escolha de códons é essencial para se evitar 
sequências repetitivas e estruturas secundárias que desestabilizam o mRNA 
e impedem seu processamento pelo ribossomo?*. O banco de dados de utili- 
zação de códons” é uma excelente fonte de informação nesse sentido, pois 
descreve os códons preferenciais de mais de 35 mil organismos. Adicional- 
mente, diversas empresas comercializam softwares que facilitam a obtenção 
dessa sequência otimizada. 

O processo de otimização de códons refere-se às modificações na sequên- 
cia de DNA, sempre utilizando códons sinônimos, com o qual a sequência da 
proteína não é alterada. Assim, é possível reduzir o número de códons raros 
e motivos que desestabilizam o mRNA, auxiliando no aumento da expressão 
de proteínas recombinantes em diversos sistemas?. O uso de um gene oti- 
mizado pode promover um aumento na expressão proteica, como observado 
com o gene que codifica a proteína L1 de papilomavírus bovino em Nicotiana 
benthamiana: a otimização do gene promoveu um grande aumento da expres- 
são da proteína recombinante quando comparado com o uso do gene nativo”. 
No caso do gene humano que codifica a enzima acetilcolinesterase (AChE), a 
versão otimizada teve uma produção de cinco a dez vezes maior que o gene 
nativo de humanos, quando expressa em em N. benthamiana”. 

Na expressão de genes em organelas, como o cloroplasto, a otimização 
geralmente é essencial. Isso se deve ao fato de existirem diversas diferen- 
ças entre a utilização de códons em cloroplastos e genoma nuclear, mesmo 


* Disponível em: <http://www.kazusa.or.jp/codon/>. 
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dentro de uma mesma espécie. As organelas possuem genoma e mecanismos 
de tradução próprios, além de um padrão de utilização de códons similar ao 
encontrado em bactérias?*. No caso de algumas angiospermas, cloroplastos 
têm preferência por nucleotídeos A e/ou U no fim do códon, enquanto o 
genoma nuclear tem por G e/ou C. Além disso, os códons mais utilizados em 
genes de cloroplastos são os mais encontrados em genes menos expressos 
codificados pelo genoma nuclear”. 

Apesar dos diversos trabalhos que demonstram resultados positivos em 
relação a essa otimização, as estratégias de otimização ainda não são 100% 
seguras, podendo até reduzir os níveis de expressão. Esse foi o caso da 
expressão do antígeno SAG1 de Toxoplasma gondii em tabaco: o gene oti- 
mizado teve uma expressão cinco vezes menor em relação ao gene nativo”. 
Por isso, um melhor entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos 
na utilização de códons preferenciais ainda é necessário. 


13.3.3 Escolha de promotores 


Promotores são sequências de DNA regulatórios adjacentes ao gene e 
possuem sítios de ligação da RNA polimerase necessários para ocorrer o 
início da transcrição de DNA em mRNA, além de sítios de ligação de fatores 
de transcrição que poderão ativar ou inibir a transcrição. O promotor possui 
um papel essencial para modular a expressão do gene e, consequentemente, 
para a obtenção de uma alta produção da proteína recombinante. A escolha 
do promotor utilizado na produção de plantas transgênicas deve ser feita 
levando em consideração as características da proteína a ser expressa e a 
espécie do hospedeiro. Por exemplo, não se devem utilizar promotores cons- 
titutivos na expressão de proteínas que interfiram no desenvolvimento vege- 
tal. Nesse caso, é preferível um promotor que dirija a expressão somente em 
alguma parte da planta, como é o caso de promotores específicos de semen- 
tes, ou utilizar um promotor induzido por agentes químicos. A Tabela 13.1 
identifica os promotores utilizados nos trabalhos citados neste capítulo. 

Existem vários promotores funcionais descritos na literatura, possibili- 
tando diversas estratégias de produção de proteínas recombinantes, de modo 
que se faz necessário o entendimento de seus componentes e de sua modula- 
ção da expressão gênica. Os promotores são caracterizados de acordo com 
sua atividade, podendo ser promotores constitutivos, induzidos, sintéticos e 
específicos de tecidos ou estágio de desenvolvimento (Figura 13.6). 
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Figura 13.6 Tipos de promotores. Promotores constitutivos promovem a expressão da proteína recombinante em todos os tecidos vege- 
tais e em qualquer fase do desenvolvimento. Promotores específicos de tecido e/ou estágio de desenvolvimento promovem a expressão 
somente em determinadas regiões da planta ou em um determinado estágio. Já o promotor induzido promove a expressão apenas na 
presença de um produto químico ou outros fatores de natureza física ou biológica. 


13.3.3.1 Promotores constitutivos 


Habitualmente, um promotor é denominado constitutivo quando induz a 
expressão de um gene em praticamente todas as fases de desenvolvimento e 
em todos os tecidos de uma planta (ou seja, também é ubíquo), sem necessitar 
de ativação por fatores externos. Geralmente, esses promotores são utilizados 
para se obter uma alta expressão recombinante em todos os tecidos vegetais. 

Um dos promotores constitutivos mais utilizados na produção de plantas 
transgênicas é o promotor 358, do vírus do mosaico da couve-flor!. Esse 
promotor é amplamente utilizado por não possuir especificidade por tecido 
e promover uma expressão alta do transgene**. Diversos tipos de proteínas 
recombinantes de interesse farmacêutico foram obtidos através da utilização 
desse promotor, como vacinas e anticorpos* **. 

Entretanto, o promotor 35S não possui uma atividade eficiente em mono- 
cotiledôneas. O promotor do gene da ubiquitina de milho é amplamente uti- 
lizado em monocotiledôneas, nas quais possui altos níveis de expressão? 36, 
Um exemplo de sucesso da utilização desse promotor foi a produção correta 
e em altas quantidades da proteína terapêutica aprotinina em milho”. 

Outros promotores constitutivos podem ser utilizados para diferen- 
tes espécies de hospedeiros, como os de opinas sintetases encontrados em 
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agrobactérias, a exemplo da nopalina sintetase (nos) e da manopina sinte- 
tase (mas). No entanto, apesar desses promotores serem considerados cons- 
titutivos, sua atividade pode ser alterada por lesões na célula vegetal** 3°, 


13.3.3.2 Promotores induzíveis 


Promotores induzíveis são ativados somente na presença ou ausência de 
fatores bióticos (contato com patógenos, estresse etc.) ou abióticos (produ- 
tos químicos, temperatura etc.). A utilização desses tipos de promotores pos- 
sui algumas vantagens, pois sua atividade pode ser iniciada ou interrompida 
de acordo com a fase de desenvolvimento da planta e período de tempo em 
que se deseja que a proteína seja expressa. Esse tipo de promotor cumpre 
papel essencial na expressão recombinante de proteínas que possam interfe- 
rir no desenvolvimento vegetal. 

A proteína humana fator de estimulação de colônias granulócito-macró- 
fago humano (human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor — 
hGM-CSF) degrada rapidamente quando expressa em cultura de tabaco ao 
passar do tempo, devido à atividade de proteases encontradas no meio de 
cultivo. Para que essa questão seja contornada, a proteína foi expressa em 
arroz, utilizando o promotor Ramy3D, que é ativado na ausência de saca- 
rose: com isso, a expressão pode ser ativada apenas em uma fase de cresci- 
mento, na qual a atividade de proteases é menor, possibilitando a obtenção 
de altas quantidades da proteína recombinante!*. 

Outro sistema de ativação por indução utilizado é o sistema de indu- 
ção química por etanol (alc). Esse sistema é composto por dois cassetes de 
expressão: no primeiro, o fator de transcrição ALCR é expresso constituti- 
vamente pelo promotor 35S, mas só é ativo na presença de etanol. O etanol 
ativa a proteína ALCR, que se liga ao promotor alcA do segundo cassete de 
expressão (Figura 13.7). O promotor alcA controla a expressão do gene de 
interesse. Assim, a indução da expressão se dá através da pulverização de 
álcool no tecido vegetal". 


13.3.3.3 Promotor específico de tecido 
e/ou estágio de desenvolvimento 


Esses promotores são utilizados quando é desejável que a proteína recom- 
binante acumule-se apenas em um tecido vegetal ou em um determinado 
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Figura 13.7 Sistema do promotor induzível alcR/ALCR. O sistema alcR/alcA é constituído por dois cassetes de expressão, um respon- 
sável pela expressão do fator de transcrição ALCR e outro pela expressão da proteína de interesse. O fator de transcrição ALCR é expresso 
constitutivamente pelo promotor 35S, porém nõo possui atividade e é incapaz de se ligar ao promotor alcA. Quando a planta é pulveri- 
zada com etanol, o fator ALCR interage com o etanol, levando a uma mudança conformacional que o torna ativo. Assim, ele consegue 
se ligar ao promotor alcA, induzindo a expressão da proteína de interesse. p35S: promotor 35S; alcR: gene codificante da proteína 
ALCR; ALCR: fator de transcrição ALCR; t-NOS: terminados da nopalina sintase; E: etanol; p-alcA: promotor alcA; t-35S: terminador 35S. 


estágio do desenvolvimento. Dessa forma, a expressão do transgene pode 
ser restrita, impedindo que ocorra a expressão da proteína recombinante em 
todos os outros tecidos. 

Um bom exemplo dessa estratégia é a restrição da expressão do transgene 
às sementes. Isso permite uma série de vantagens, como o aumento da esta- 
bilidade da proteína, devido à queda da atividade de proteases, bem como a 
prevenção da acumulação da proteína em órgãos vegetativos, que pode cau- 
sar toxicidade para a planta hospedeira*!. A acumulação da proteína recom- 
binante, somente no tecido que sera utilizado no processamento, também 
evita gasto energético desnecessário pela planta, decorrente da expressão em 
tecidos que serão descartados. À expressão somente em sementes geralmente 
é realizada em cereais e leguminosas, devido às altas taxas de acúmulo de 
proteínas de reserva. Para isso, utilizam-se promotores como o do gene que 
codifica a proteína de reserva de sorgo, denominada y-kafirina*?, utilizado 
na expressão do hormônio de crescimento humano funcional (hGH) em 
sementes de tabaco”. 

O acúmulo de proteínas recombinantes em tubérculos pode ser restringido 
com a utilização de promotor específico para raiz, estratégia bastante utili- 
zada na produção de vacinas comestíveis. O promotor SRD1, proveniente 
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de batata doce, demonstrou altos níveis de expressão heteróloga em tubércu- 
los de batata e em raiz de cenoura, sendo utilizado na produção de proteínas 
de interesse farmacêutico. 

Promotores específicos para a expressão em frutos também são utiliza- 
dos na produção de vacinas comestíveis. No entanto, apesar de frutas serem 
mais palatáveis para a ingestão, geralmente seus níveis de acumulação de 
proteínas recombinantes são baixos. Em frutos de tomate, foi possível a 
obtenção de antígenos do vírus sincicial respiratório (respiratory syncytial 
virus — RSV) através do uso do promotor E8, específico de frutos. Após a 
ingestão do fruto por camundongos, foi verificada uma resposta imunoló- 
gica significativa, com a produção de anticorpos IgG e IgA anti-RSV, indi- 
cando a possibilidade de produzir vacinas comestíveis contra essa doença*. 


13.3.3.4 Promotores sintéticos 


Promotores sintéticos ou híbridos são desenvolvidos para obter um 
controle mais fino sobre o nível e localização da expressão. Os elemen- 
tos (sequências de DNA) usados nesses promotores podem ser retirados de 
diversos organismos e inseridos em um determinado arranjo, formando um 
promotor que não é encontrado naturalmente. O promotor sintético deve 
conter requerimentos universais necessários para que ocorra a transcrição de 
um gene, como o cerne do promotor (core promoter) que possui a região do 
TATA box (TATAAA) necessária para o recrutamento de complexos protei- 
cos, que por sua vez atraem a RNA polimerase II. Usualmente, à montante 
do cerne do promotor existem sequências que podem ser potencializadoras e 
ativadoras, às quais se ligam fatores de transcrição, que promovem e inten- 
sificam a formação do complexo de iniciação da transcrição** (Figura 13.8). 





PF PoenatzatoT 100 





Cerne do promotor 


Figura 13.8 Estrutura de um promotor. No cerne do promotor está a região do TATA box necessária para o recrutamento de complexos 
proteicos que atraem a RNA polimerase II. O promotor pode conter na sua região à montante um potencializador no qual fatores de 
transcrição específicos ligam-se, ativando e potencializando a transcrição e consequentemente a expressão de uma proteína. 
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Um promotor sintético, contendo duas cópias da sequência montante do 
cerne do promotor 35$, apresentou um aumento em dez vezes da expressão 
de proteínas recombinantes em plantas, quando comparado com o promo- 
tor nativo 35S?. Já a utilização de um promotor híbrido contendo uma 
região altamente ativa dos promotores Mas e 35$ proporcionou aumentos 
dos níveis de expressão de proteína recombinante de três a cinco vezes em 


raízes e de dez a quinze vezes em folhas, quando comparada à versão dupli- 
cada do 358º. 


13.4 COMPARTIMENTOS SUBCELULARES 


Proteínas podem ser expressas e acumuladas em diferentes compartimen- 
tos subcelulares. Ao contrário de cloroplastos e mitocôndrias, que possuem 
uma maquinaria de expressão própria, a maioria das proteínas é sintetizada 
no citosol ou em ribossomos ligados à membrana do retículo endoplasmático 
(RE). Neste último caso, o RE é considerado o ponto de entrada da maioria 
das proteínas secretadas e de membrana*. O sistema secretório celular inicia 
com a síntese de proteínas no RE, que podem ser retidas no próprio RE, for- 
mar corpúsculos oleosos ou serem transportadas para o complexo de Golgi. 
A partir do complexo de Golgi, as proteínas podem ser secretadas ou dire- 
cionadas para o vacúolo. À retenção ou endereçamento de proteínas para 
compartimentos específicos do sistema secretório ocorre devido à presença 
de sinais específicos presentes na sequência de peptídeos ou na estrutura da 
proteína?” *º, A seguir, discutiremos os compartimentos cujas propriedades 
são mais vantajosas para a acumulação de proteínas recombinantes. 

O RE é considerado um lugar favorável para o acúmulo de proteínas 
recombinantes, pois pode armazenar altos níveis de proteína sem interferir 
no desenvolvimento celular, tem baixa atividade hidrolítica (permite a con- 
servação de proteínas recombinantes em longo prazo) e promove modifica- 
ções pós-traducionais importantes, como a glicosilação*? *!. A sinalização 
de retenção da proteína no RE pode ocorrer com a adição de peptídeos- 
sinais na extremidade N-terminal, como KDEL, utilizado na obtenção de 
anticorpos contra o rotavírus em N. Benthamiana'?, HDEL, empregado na 
produção de anticorpos contra a gastroenterite suína em feijão-de-corda”, 
bem como a sequência do peptídeo-sinal da a-coixina, usada na expressão 
do hormônio de crescimento humano em sementes de tabaco?” **. A pro- 
teína de interesse pode ser fusionada a outras proteínas, como a y-zeína de 
milho, levando à acumulação em corpúsculos proteicos insolúveis, que são 
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facilmente purificados em centrifugação por gradiente”. Um segundo exem- 
plo é a fusão do antígeno de superfície da hepatite B (HBsAG) com o peptí- 
deo-sinal VSPaL da proteína de estocagem vspA de soja, o que possibilitou 
a retenção protéica no RE. Isto permitiu uma alta expressão desse antígeno, 
ocasionando a formação de partículas virais com maior imunogenicidade, 
quando comparadas com a versão não modificada da proteína”. 

Vacúolos podem armazenar metabólitos celulares e proteínas, sendo um 
compartimento subcelular muito utilizado na produção de proteínas recom- 
binantes. Os vacúolos possuem funções físicas e metabólicas no desenvol- 
vimento celular de vegetais, armazenando de forma dinâmica metabólitos 
celulares e proteínas. A determinação do endereçamento da proteína para o 
vacúolo ocorre devido à presença de sequências-sinais de aminoácidos N-ter- 
minal, C-terminal e sinais internos expostos na estrutura terciária da pro- 
teína*” *8. Um exemplo de sequência-sinal é um peptídeo-sinal da proteína 
inibidora de protease de batata I, que pode ser ligado na região N-terminal 
da proteína de interesse”. É importante atentar, também, ao fato de que 
proteínas recombinantes tóxicas para a planta, quando direcionadas para o 
vacúolo, têm reduzidas chances de alterar o desenvolvimento vegetal”. 

Apesar de a sinalização para o vacúolo ainda não ser bem definida, 
a utilização de peptídeos-sinais para a retenção no RE, como o HDEL e 
a-coixina, permite que algumas proteínas sejam acumuladas em vacúolos de 
armazenamento de proteínas, como no caso da expressão do hormônio de 
crescimento humano em sementes de soja”. 

Os cloroplastos possuem um sistema de expressão de proteínas próprio, 
sendo necessária a transformação de seu genoma com sequências regulató- 
rias que garantem a expressão apenas nessa organela, além da otimização 
de códons como descrito anteriormente. À expressão em cloroplastos pos- 
sui vantagens como a obtenção de altos níveis de proteínas recombinantes, 
devido ao fato de cada célula vegetal possuir de dez a cem cloroplastos, 
e a possibilidade de transformação multigênica, utilizando óperons, com 
apenas um evento de transformação“. Um dos maiores níveis de expres- 
são em plantas foi observado na produção da proteína cry2Aa2 de Bacillus 
thuringiensis (Bt) em cloroplastos de tabaco: aproximadamente 46% de pro- 
teina total recombinante“’. 

Diversas proteinas de interesse farmacéutico foram obtidas utilizando 
este sistema, como é o caso da somatropina humana, expressa de forma 
solúvel, ativa e similar à nativa encontrada em humanos. Nesse caso, o nível 
de expressão chegou a 7% de proteínas totais solúveis, sendo trezentas vezes 
mais expressa nesse sistema em comparação com outros métodos“. 


568 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


Plantas frequentemente acumulam corpúsculos oleosos em suas sementes. 
O endereçamento da proteína recombinante para essas estruturas celulares 
pode ser feito através de sua fusão com uma proteína estrutural denomi- 
nada oleosina ou pela adição de uma cauda hidrofóbica ancorada na região 
C-terminal (Figura 13.4). O envio de proteínas recombinantes para esses 
corpúsculos apresenta algumas características interessantes na obtenção de 
produtos de interesse farmacêutico, pois facilita a purificação de proteí- 
nas, permite a emulsificação protéica e auxilia na obtenção de um produto 
mais palatável*. 

Em Arabidopsis, com a utilização desse sistema de expressão, a citocina, 
fator de crescimento semelhante à insulina humana tipo 1 (human insulin 
like growth factor 1 — hIGF-1), foi fusionada a uma oleosina, sendo obtida 
em sua forma ativa. Sua purificação pode ser feita através de sucessivas eta- 
pas de centrifugação em tampão aquoso. A separação da proteina-alvo da 
oleosina pode ser realizada através da digestão por uma protease sítio-espe- 
cífica, liberando a proteína de interesse“. 


13.5 MÉTODOS DE TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA DE PLANTAS 


Para a transformação genética de plantas, é necessário que o transgene 
seja inserido na célula hospedeira empregando diversos métodos biológicos 
ou físicos, que podem ser caracterizados como indiretos e diretos. Dentro 
dos métodos indiretos, os mais utilizados são a infecção por agrobactéria 
ou vírus. Os métodos diretos mais comuns estão baseados na biobalística 
ou canhão de genes, eletroporação de protoplastos e infiltração a vácuo de 
tecidos com solução contendo agrobactéria. A escolha do método utilizado 
depende, principalmente, da espécie de hospedeiro, mas também deve levar 
em conta alguns requerimentos necessários, tais como: baixo custo, facili- 
dade no procedimento/redução de mão de obra extensiva, capacidade de 
regenerar plantas transgênicas a partir de apenas uma célula hospedeira e 
eficiência de transformação”. 

Basicamente, existem duas diferentes estratégias que podem ser utilizadas 
para a produção de proteínas recombinantes em plantas: a expressão tran- 
siente e a expressão permanente. Na expressão transiente, a produção da 
proteína de interesse ocorre de maneira rápida: poucos dias após a infecção 
do tecido vegetal por agrobactéria ou vírus contendo o vetor de expressão, 
ocorre a expressão do gene de interesse e a proteína recombinante é pro- 
cessada para a extração, purificação e caracterização. Esse é um método 
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utilizado quando há o interesse em se obter uma proteína de uma maneira 
rápida, pois alguns passos como a regeneração e a seleção de plantas trans- 
formadas não são necessários. Porém, toda vez que a produção da proteína 
é desejada, é necessário repetir as infecções, pois não é gerada uma planta 
com o transgene estavelmente integrado no seu genoma. 

Já a expressão permanente consiste em inserir o gene de interesse no 
genoma da planta hospedeira. A integração é estável, permite sua expressão 
permanente e proporciona a transferência do gene para a progênie da planta 
transformada, possibilitando, assim, a multiplicação de plantas que expres- 
sam a proteína de interesse. Como desvantagem com relação à expressão 
transitória, é um processo que leva meses para ser concluído. 


13.5.1 Métodos indiretos 


Um dos métodos de transformação genética de plantas mais utilizados é a 
transformação por agrobactéria (Agrobacterium tumefaciens), uma bactéria 
patogênica que infecta diversos tipos de vegetais causando tumores conheci- 
dos como galha-da-coroa. A multiplicação descontrolada de células vegetais 
ocorre após a transferência de material genético extracromossomal do plas- 
mídeo indutor de tumor (tumour inducing — Ti) da bactéria para a planta. 
Esse plasmídeo Ti possui uma região de genes de virulência (vir) e uma 
região de transferência de DNA (T-DNA), que é mobilizada para a célula 
vegetal. O T-DNA possui genes de enzimas que sintetizam opinas, compos- 
tos derivados de aminoácidos utilizados como fonte de energia, nitrogênio 
e carbono pela agrobactéria. A ligação da bactéria à planta ocorre através 
da ativação de genes vir por compostos fenólicos liberados pela célula vege- 
tal quando machucada. As proteínas vir e o T-DNA são transferidos para 
a célula hospedeira e formam um complexo que permite a integração do 
T-DNA no genoma vegetal* (Figura 13.9). 

A retirada de genes oncogênicos do T-DNA tornou possível a produção 
de bactérias desarmadas (que transfere o mínimo de T-DNA para célula 
vegetal sem inibir a regeneração da planta), permitindo a expressão de diver- 
sas proteínas de interesse no genoma vegetal. À adição de genes marcado- 
res seletivos, que conferem resistência a herbicidas ou antibióticos, foi a 
estratégia encontrada para permitir a seleção das células contendo o T-DNA 
integrado no genoma. O uso de um vetor binário é a estratégia de transfor- 
mação de agrobactéria mais empregada. Esse vetor consiste em um plasmi- 
deo capaz de se replicar tanto em E.coli quanto em agrobactéria. Além de 
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Figura 13.9 Infecção e transferência do T-DNA da agrobactéria para uma célula vegetal. Quando machucada, a célula vegetal libera 
compostos fenólicos que ativam a expressão de proteínas de virulência da agrobactéria. Essas proteínas auxiliam na transferência de 
uma fita de T-DNA da bactéria para a célula vegetal através do canal de transporte. Quando a fita de T-DNA entra no núcleo celular ocorre 
a integração no genoma vegetal. 


ser mais versátil, o vetor binário pode ser inserido em cepas de agrobactéria 
cujo plasmídeo Ti não possui a região do T-DNA, contendo apenas os genes 
de virulência” (Figura 13.10). Assim, é possível tanto a obtenção de plantas 
que produzem essas proteínas de forma transiente, quando se faz a inocula- 
ção da agrobactéria em folhas, ou através da transformação genética de uma 
única célula vegetal, que poderá ser regenerada por técnicas de culturas de 
tecidos em uma planta transgênica de expressão permanente. 

Outro método indireto de expressão transiente é baseado em vetores 
virais, que podem alcançar altos níveis de expressão de proteínas heteró- 
logas. Nessa metodologia, o gene de interesse é inserido entre elementos de 
replicação viral, amplificado e traduzido pela célula hospedeira, podendo 
causar uma infecção local ou sistêmica na planta“. A infecção viral pode 
ocorrer basicamente através da inoculação mecânica das partículas virais no 
tecido vegetal ou pelo uso de agrobactéria contendo construções de cDNA 
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Figura 13.10 Exemplos de plasmídeos. O plasmídeo Ti possui uma região que expressa proteínas de virulência (genes vir) e uma região 
de T-DNA contendo genes de enzimas que sintetizam opinas. À região T-DNA possui duas bordas (esquerda e direita) com sequências 
repetidas de nucleotídeos, delineando a região do plasmídeo a ser processada pelas proteínas de virulência. O plasmídeo Ti cujos genes 
contidos no T-DNA foram retirados é chamado de plasmídeo Ti desarmado. Um vetor binário possui usualmente o cassete de expressão da 
proteína de interesse e um segundo cassete de expressão de um gene de resistência (podendo conter também um terceiro cassete, com 
um gene repórter) inserido entre as duas bordas características do T-DNA, além de uma sequência de DNA, denominada origem de repli- 
cação, que permite a multiplicação do plasmídeo em E. coli e agrobactéria. Quando uma agrobactéria desarmada (contendo o plasmídeo 
Ti desarmado) é transformada com o vetor binário, temos uma células apta para proceder à transferência do T-DNA para a célula vegetal. 


virais com o gene de interesse, possibilitando a utilização de vírus que não 
infectam naturalmente a planta de forma mecânica*. 


13.5.2 Métodos diretos 


O método de biobalística, também conhecido como canhão de genes, 
permite a entrada do DNA exógeno em células vegetais sem a ajuda de 
micro-organismos como a agrobactéria. A biobalística consiste em cobrir 
particulas de tungsténio ou ouro, menores que a célula vegetal, com o vetor 
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de expressão contendo o DNA de interesse (Figura 13.11). A transformação 
genética ocorre com a aceleração dessas partículas por gás hélio em direção 
à célula vegetal, em uma câmara à vácuo. Quando aceleradas, essas partí- 
culas conseguem atravessar a parede celular e os transgenes são liberados 
das partículas podendo ser integrados ao genoma vegetal. Essa técnica é 
bastante utilizada, pois pode ser empregada em diversas espécies vegetais, e 
também por ser considerada um processo rápido de transformação”. 
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Figura 13.11 Método de biobalística. Esta técnica de transformação genética utiliza jatos de gás hélio para acelerar partículas de ouro 
ou tungstênio impregnadas com o DNA exógeno. As partículas são aceleradas a velocidades supersônicas, sendo capazes de romper as 
barreiras celulares e entrar no núcleo celular. Após a entrada, o DNA é dissolvido e integrado no genoma vegetal. 


A eletroporação é utilizada na transformação genética de protoplastos 
(célula vegetal sem parede celular). Na eletroporação, os protoplastos são 
imersos em solução com o material genético contendo o transgene, sendo 
aplicadas altas voltagens para permeabilizar a membrana celular (Figura 
13.12). Com isso, ocorre a passagem do DNA exógeno para o interior da 
célula, permitindo a sua integração no genoma vegetal. À proteína pode 
ser recuperada de 24 a 48 horas após a transfecção do DNA (expressão 
transitória), ou os protoplastos podem ser cultivados in vitro, originando 
plantas geneticamente modificadas. No entanto, a produção de protoplastos 
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Figura 13.12 Eletroporação de protoplastos. Quando é aplicado um choque elétrico ocorre permeabilização da membrana dos proto- 
plastos, que estão imersos em uma solução contendo DNA. Como isso ocorre a entrada do DNA na célula, que posteriormente é integrado 
ao genoma vegetal. 


e a posterior regeneração de plantas envolvem metodologias laboriosas, cuja 
eficiência ainda é avaliada como baixa®’. 

Um método que une a transformação mediada por bactéria com a física 
é a agroinfiltração a vácuo. Nessa técnica, a infiltração da agrobactéria no 
tecido vegetal ocorre com a aplicação de vácuo em um sistema que contém a 
planta hospedeira em meio de cultura de agrobactérias, transformadas com 
o vetor de expressão (Figura 13.13). Com a aplicação do vácuo, a pressão 
negativa faz com que o ar entre as células vegetais diminua, permitindo a 
entrada das bactérias nessa região. Esse sistema, normalmente é utilizado 
para expressão transiente, pois é um método muito rápido de produção 
de proteínas recombinantes, apesar de ter uma eficiência de transformação 
média em relacgdo aos outros métodos®. 

Os métodos discutidos anteriormente são os mais utilizados e que repro- 
duzem os melhores resultados. Entretanto, existem diversas outras técnicas 
de transformação genética de plantas que são menos utilizadas devido à 
complexidade dos processos, altos custos e baixa eficiência na regenera- 
ção de plantas a partir da cultura de tecidos. Dentre estes, podemos citar a 
microinjeção”, a eletroforese”! e os microfeixes de laser”. 
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Figura 13.13. Agroinfiliração a vácuo. Em uma câmara de vácuo é colocado um recipiente com meio de cultura com agrobactéria 
contendo um vetor que expressa a proteína de interesse. Com a aplicação de vácuo, a pressão negativa faz com que o ar contido entre 
as células diminua, permitindo a entrada da bactéria nesses espaços. Posteriormente, a bactéria transfere seu DNA para as células, nas 
quais o gene de interesse será expresso, produzindo a proteína recombinante. 


13.6 MODIFICAÇÕES PÓS-TRADUCIONAIS 


As modificações pós-traducionais são um aspecto de grande importân- 
cia no que concerne à produção de proteínas recombinantes em plantas. 
A glicosilação e a lipidação, que atuam diretamente na estrutura, função, 
estabilidade e na interação da proteína com outras moléculas são exemplos 
dessas modificações. 

Dentre elas, a glicosilação é a mais estudada, consistindo no padrão de 
adição de moléculas de açúcares às proteínas. A glicosilação de proteínas 
tem diversas funções, dentre as quais a manutenção da estrutura tridimen- 
sional e o aumento da estabilidade”. 

Os organismos apresentam dois principais mecanismos de glicosilação: 
N-glicosilação, quando há a adição de açúcares em resíduos de asparagina 
ou arginina, ou O-glicosilação, quando a adição de açúcares ocorre em resí- 
duos de hidroxilisina, hidroxiprolina, serina, tirosina e treonina. As plantas 
possuem uma ampla gama de enzimas envolvidas no processo de glicosila- 
ção”. O padrão de glicosilação de proteínas realizado pelas células vegetais 
difere ligeiramente daquele observado em células humanas (Figura 13.14). 
A adição de B(1,2) xilose e a(1,3) fucose, que ocorre no complexo de Golgi 
em plantas, pode, potencialmente, desencadear respostas imunes indeseja- 
das (alergias). No entanto, diversos estudos indicam que essas diferenças 
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Figura 13.14 Padrão de glicosilação em plantas e humanos. Em plantas ocorre a adição de oc(1,3) fucose e B(1,2) xilose na estrutura 
do glicoconjugado. Já em humanos ocorre a adição de œ(1,6) fucose, (1,4) galactose e de ácido N-acetilneuramínico na estrutura. O 
cerne do glicoconjugado é composto por N-acetilglicosamina e manose, sendo igual em plantas e humanos. Legenda: GlcNAc: N-acetilgli- 
cosamina; Man: manose; Fuc: fucose; Xil: xilose; Gal: galactose; NeuAC: ácido N-acetilneuramínico. 


têm impacto mínimo ou nulo na atividade ou alergenicidade das proteí- 
nas recombinantes” 75. 

À glicoengenharia é uma estratégia que emprega modificações do genoma 
do hospedeiro, de forma a inserir, nocautear ou reprimir genes que atuam na 
glicosilação de proteínas. Isso permite que a proteína recombinante tenha um 
padrão de glicosilação parecido ao observado no organismo doador do gene 
de interesse. Por exemplo, em Nicotiana benthamiana foi possível produzir 
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um transgênico em que a expressão dos genes FucT e XylT foi reprimida 
por técnica de RNA de interferência (RNAi), possibilitando a obtenção de 
anticorpos monoclonais 2G12 anti-HIV, que nao possuiam B(1,2) xilose e 
a(1,3) fucose em sua estrutura”. Por outro lado, as plantas não têm algu- 
mas enzimas que são encontradas em mamíferos: B-Galactosiltransferase 
(betaGalT), responsável pela adição de B(1,4) galactose, enzimas necessárias 
para a síntese do ácido siálico N-acetilneuramínico (NeuÃC) e para mediar 
sua ligação em B(1,4) galactose da estrutura do glicoconjugado”* (Figura 
13.14). Consequentemente, a glicosilação de proteínas recombinantes pode 
diferir daquela observada em mamíferos, gerando problemas como a queda 
da eficácia do produto terapêutico. Entretanto, é possível a coexpressão da 
enzima betaGalT com outras proteínas de interesse. À expressão de anti- 
corpos monoclonais de camundongo em células de tabaco que expressam 
a GalT humana permitiu a produção de anticorpos com padrões de adi- 
ção de galactose semelhantes à encontrada em humanos em sua estrutura. 
Uma segunda aplicação da glicoengenharia está relacionada à adição de 
novos sítios de glicosilação em uma determinada proteína, pois padrões de 
glicosilação de proteínas distintos do observado naturalmente podem ter 
consequências positivas quanto ao uso de proteínas recombinantes na saúde 
humana. A adição de novos sítios de glicosilação N-terminal na sequência 
da proteína eritropoetina humana (recombinant human erythropoietin — 
rHuEPO) permitiu obter uma proteína recombinante expressa em células de 
mamíferos com glicosilações adicionais às encontradas na proteína nativa. 
Dessa maneira, a proteína recombinante apresentou tanto um aumento em 
sua atividade in vivo quanto no tempo de duração de sua ação”. 

Proteínas podem ser covalentemente ligadas a lipídios, incluindo ácidos 
graxos e colesterol. Essas modificações pós-transducionais ocorrem geral- 
mente em resíduos de cisteína e glicina, possuindo funções importantes na 
atividade e na localização da proteína. À proteína de superfície celular A 
(outer surface protein A — OspA) de Borrelia burgdorferi, agente causador 
da doença de Lyme ou borreliose, é imunogênica somente quando ocorre 
a ligação do ácido graxo palmitato em sua região N-terminal. A utilidade 
da adição de lipídios a proteínas em plantas pode ser comprovada com a 
expressão da OspA em cloroplastos de tabaco. Nesse caso, a proteína recom- 
binante foi modificada com a adição de lipídeos e apresentou uma resposta 
imunológica aceitável, podendo ser utilizada para promover proteção contra 
a borreliose®. 
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13.6.1 Produção de partículas virais 
(virus like particle - VLPs) 


VLPs são partículas virais montadas através do arranjo de proteínas 
estruturais do capsídeo viral. Elas não possuem material genético e são, 
usualmente, muito imunogênicas e não infecciosas, semelhantes aos vírions 
(partícula viral completa que está fora da célula hospedeira, sendo consti- 
tuída por DNA ou RNA cercado por proteínas). Essas características permi- 
tem a produção de vacinas recombinantes mais seguras do que as que têm 
como base a utilização de vírus atenuados ou inativados. A produção de 
VLPs em células vegetais é uma alternativa promissora, pois plantas ofere- 
cem um ambiente favorável para a formação correta de VLPs recombinantes. 

O antígeno HBsAg do vírus da hepatite B, quando expresso em folhas 
de tabaco, forma VLPs semelhantes às encontradas em sua forma nativa®!. 
A produção desse antígeno também foi feita em batata, sendo que camun- 
dongos imunizados através da ingestão do tubérculo desenvolveram uma 
resposta imunológica primária que pode ser ampliada com uma subse- 
quente imunização com um antígeno comercial. Apesar da baixa expres- 
são do HbsAg, foi possível verificar em testes pré-clínicos, em animais, a 
eficácia da vacina®?. Testes posteriores em humanos demonstraram que 
aproximadamente 60% dos voluntários que ingeriram a batata transgênica 
desenvolveram uma resposta sistemática por anticorpo contra o antígeno 
HBsAg, indicando uma possível viabilidade em se utilizar vacinas comestí- 
veis em humanos”'. 

Outras VLPs podem ser obtidas através da transgenia de plantas como, 
por exemplo, a VLP do virus Norwalk, causador da gastroenterite humana, 
em frutos de tomate”, e a VLP do papilomavírus humano (HPV), atra- 
vés da expressão da proteína L1 em cloroplasto de folhas de tabaco**. 
Esses trabalhos demonstram a capacidade e a versatilidade de células 
vegetais em produzir partículas virais através da expressão de proteínas 
estruturais recombinantes. 


13.7 PROCESSOS DOWNSTREAM 


O desenvolvimento de uma estratégia eficiente de concentração e puri- 
ficação de proteínas recombinantes em plantas é essencial na produção de 
produtos farmacêuticos, devido à necessidade de se obter purezas maiores 
que 99% para proteínas de uso terapêutico, e maiores que 90% para a 
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utilização de tais proteínas em diagnósticos. Os processos downstream são 
necessários para a obtenção de um produto de alta qualidade e elevada 
pureza, sendo divididos em várias etapas: liberação do produto ou extração 
de proteínas totais através da quebra da célula vegetal por métodos físicos 
ou químicos, separação da fase sólida e líquida através de técnicas de centri- 
fugação, microfiltração ou filtração de profundidade, pré-tratamento para 
diminuir a quantidade de impurezas e de proteínas endógenas da planta, 
como a técnica de precipitação por sulfato de amônio de umas das proteínas 
mais abundantes em plantas, a RuBisCo® e, por fim, as etapas de captura 
e polimento através de técnicas cromatográficas ou não cromatográficas 
(Figura 13.15). 
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Figura 13.15 Processos de purificação de proteínas recombinantes expressas em plantas. 


A eficiência de cada etapa é determinada por diversas variáveis, como a 
concentração e as características da proteína recombinante, nível de com- 
plexidade do extrato proteico vegetal e o nível de pureza que deve ser alcan- 
çado. Assim, a estratégia de purificação adotada deve ser estudada especifi- 
camente para cada caso**. Como os processos de purificação utilizados em 
plantas são semelhantes aos encontrados em outros organismos, eles serão 
discutidos detalhadamente em outro capítulo deste livro. 


13.8 BIOSSEGURANÇA 


A utilização de plantas transgênicas na produção de fármacos e na ali- 
mentação humana ou animal gera diversas preocupações em relação aos 
efeitos dessas culturas na saúde humana e sobre o meio ambiente. À primeira 
geração de plantas geneticamente modificadas esteve focada na produção de 
proteínas que conferiam resistência a patógenos e a herbicidas. Já as plan- 
tas transgênicas voltadas à produção de fármacos expressam proteínas que 
têm atividade biológica em animais e humanos. O fato de a produção ser 
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otimizada para se obter o máximo de expressão heteróloga é um fator que 
aumenta os riscos em relação à exposição humana e ao meio ambiente*”. 

Como pequenas doses dessas proteínas recombinantes podem causar efei- 
tos indesejados em humanos e animais, um dos principais focos da avaliação 
de biossegurança dessas culturas é evitar a possibilidade de ocorrer uma 
ingestão acidental desses vegetais e/ou a entrada errônea dessas plantas, ou 
parte delas, na cadeia produtiva de alimentos. Um cuidado especial deve ser 
observado durante o processamento do material e o descarte da biomassa 
após os processos de extração. Adicionalmente, deve-se avaliar o impacto 
ambiental dessas culturas quando cultivadas em ambiente aberto (não em 
contenção), devido ao fluxo gênico entre plantas geneticamente modificadas 
e não modificadas*”: 88. 

Algumas estratégias de biossegurança podem ser utilizadas para impedir 
que essas culturas transgênicas sejam consumidas inapropriadamente por 
humanos e animais, ou evitar o cruzamento com plantas não transgênicas. 
Dentre essas estratégias está a escolha de um organismo hospedeiro que não 
seja utilizado na alimentação, como o tabaco. Como alternativa, técnicas de 
contenção física ou biológica podem ser aplicadas para evitar a dissemina- 
cao do transgene para plantas cultivadas com finalidade alimentar**: 3°. 

A contenção física pode ser feita através do cultivo de plantas em estufas 
ou câmaras de crescimento, ou em tanques de contenção. É neste último 
que ocorre o cultivo de células vegetais em suspensão. Já na produção em 
campo aberto, duas estratégias são as mais utilizadas para conter o fluxo 
gênico. Uma delas é manter uma distância entre os cultivares transgêni- 
cos das plantas não geneticamente modificadas (GM) da mesma espécie, 
sendo que essa distância varia de espécie para espécie. Isso é feito normal- 
mente empregando-se o cultivo de plantas selvagens da mesma espécie nas 
bordas da plantação, que são posteriormente descartadas (Figura 13.16). A 
segunda opção é limitar a produção de organismos geneticamente modifica- 
dos (OGM) a regiões nas quais não existam plantas selvagens e/ou cultiva- 
das da mesma espécie®® 8°, 

Técnicas biológicas também podem ser empregadas para o mesmo fim. 
Dentre diversas opções, temos a produção de semente estéril, o que impede 
a propagação de plantas GM, ou mesmo a macho-esterilidade, que não per- 
mite a disseminação do transgene pelo pólen. A transformação genética de 
cloroplastos também é eficiente, pois impede a disseminação dos transgenes 
pelo pólen devido à herança maternal do genoma da organela na maioria das 
espécies de plantas. A expressão transiente em tecidos vegetais usualmente 
é realizada antes da produção de pólen, e a possibilidade de integração do 
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Figura 13.16 Métodos de contenção de plantas GM. Plantas podem ser cultivadas em casas de vegetação, impedindo que plantas GM 
polinizem outras culturas. A expressão de proteínas recombinantes em culturas de células em suspensão ocorre em tanques de contenção, 
o que garante um moior controle da disseminação destas células. Já na produção em campo aberto, a Resolução Normativa 4 da CTNBio 
(Comissão Técnica Nacional de Biossegurança) determina que uma plantação de OGM deve estar a 100 metros de distância de uma plan- 
tação convencional da mesma espécie. Alternativamente, a distância pode ser de 20 metros, desde que sejam plantadas em suas bordas 
dez fileiras de plantas convencionais da mesma espécie, cujo desenvolvimento seja parecido com a GM. Métodos biológicos de contenção 





também podem ser utilizados, como exemplo a macho-esterilidade e a transformação de cloroplastos, que impedem a disseminação 
do transgene pelo pólen. Já a produção de sementes estéreis evita que ocorra a multiplicação de plantas GM, pois elas não germinam. 
Pode-se realizar a expressão de forma transiente, já que o transgene não é repassado para a progênie da planta. Por fim, a utilização 
de promotores induzíveis por produtos químicos é uma alternativa, pois promovem a expressão do transgene de uma forma controlada. 
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transgene no genoma hospedeiro é muito reduzida, de modo que o transgene 
não é repassado para a progênie da planta. Por fim, existe a possibilidade da 
utilização de promotores induzidos por produtos químicos, que promovem a 
expressão de uma forma controlada. Assim, mesmo que houvesse a transfe- 
rência de material genético, não haveria produção da proteína em condições 
naturais®*** (Figura 13.16). 

No Brasil, esta em vigor a Lei de Biosseguranga (Lei n. 11.105/2005), que 
estabelece normas de segurança e fiscalização sobre diversas etapas de mani- 
pulação de OGMs e seus derivados, tanto para fins de pesquisa quanto para 
comercialização. A Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) 
tem uma série de exigências para atividades envolvendo OGMs. Somente 
após criteriosa análise é permitida a realização de pesquisas, cabendo desta- 
car que as exigências para a comercialização são muito mais complexas. As 
normas de biossegurança nacionais são extensas e podem ser encontradas na 
página da web da CTNBio”. 


13.9 PROPRIEDADE INTELECTUAL 


A produção de proteínas recombinantes com a finalidade de uso far- 
macêutico e industrial, geralmente é realizada com o intuito de se obter 
um produto comercial. Consequentemente, os pesquisadores em universida- 
des ou centros de pesquisa públicos e aqueles em empresas, especialmente, 
devem tomar conhecimento dos aspectos legais em relação à propriedade 
intelectual. Essa preocupação visa não só proteger as próprias pesquisas, 
mas também evitar infringir patentes que possam estar relacionadas ao 
desenvolvimento de plantas transgênicas. Um equívoco muito comum é pos- 
tergar os assuntos relacionados à propriedade intelectual para o momento 
em que o produto estiver pronto, como, por exemplo, quando após anos de 
experimentos chega-se a uma planta que produz uma proteína humana de 
alto valor agregado. Via de regra, esse é o pior momento para negociar com 
terceiros o uso de tecnologias que foram usadas para se chegar ao produto. 

Kowalski e colaboradores?” discutem de forma clara o que cientistas 
devem saber sobre direitos de propriedade intelectual na biotecnologia 
de cultivares transgênicos. Diversos componentes e processos comumente 
utilizados em biotecnologia têm direitos de propriedade e/ou termos de 


* Ver <http:/www.ctnbio.gov.br/>. 
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transferência de tecnologia (MTA), como é o caso do gene nptII, que confere 
as plantas a resistência à canamicina, e do promotor 355. 

Uma primeira etapa, a ser realizada ainda na fase de planejamento, já 
deve mapear as tecnologias e insumos que podem ser propriedade de tercei- 
ros. Para facilitar o processo de análise de patentes envolvidas e verificar se 
o produto final pode ou não estar livre para comercialização, é necessário 
desconstruir o produto, verificando seus componentes e processos. Uma vez 
identificadas as partes (processos, sequências de DNA etc.), a existência de 
propriedade industrial de cada item deve ser analisada em bancos de dados 
de patentes. Diversos bancos de patentes estão disponíveis na internet. Entre 
eles, há bancos gratuitos”, como o do Instituto Nacional de Propriedade 
Industrial (INPI), para patentes depositadas no Brasil; o do escritório de 
patentes dos Estados Unidos, USPTO, para patentes depositadas nos Esta- 
dos Unidos; e o Espacenet, especializado em patentes europeias; e os bancos 
pagos”, como o Derwent, da Thomson Reuters. Sequências de DNA pro- 
tegidas por patentes podem ser analisadas por bancos de dados” como o 
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e o do Cambia, 
sendo que neste último é possível verificar sequências contidas somente nas 
reivindicações das patentes. Nesse ponto, cabe uma ressalva importante: 
a maioria das patentes envolvendo genes contém listas muito longas, com 
centenas de sequências gênicas. No entanto, em geral apenas uma delas é de 
fato o objeto da patente e que consta nas reivindicações. O banco de dados 
do NCBI faz comparações de uma determinada sequência do usuário con- 
tra todas as sequências que constam nas patentes, mas não é capaz de fazer 
somente contra aquelas que de fato são protegidas nas patentes. Isso gera 
uma quantidade enorme de falsos positivos, ou seja, o pesquisador observa 
que a sua sequência é muito similar a outra que consta em uma determinada 
patente. No entanto, como mencionado anteriormente, somente se aquela 
sequência do banco de dados estiver mencionada nas reivindicações é que o 
pesquisador terá conflito real. 

Outro ponto relevante diz respeito aos termos de transferência de tecno- 
logia, comumente exigidos por universidades e empresas dos Estados Unidos 
e Europa, como condição para o envio de sequências de genes, vetores etc. É 
muito comum que o pesquisador assine esses termos para obter o material 
desejado, porém, sem a devida atenção às cláusulas do termo. Normalmente, 


* INPI: <http://www.inpi.gov.br/>; USPTO: <http://www.uspto.gov/>; Espacenet: <http:/worldwi- 
de.espacenet.com/>. 

** Derwent: <http://thomsonreuters.com/derwent-innovations-index/>. 

*** NCBI: <http://ww w.ncbi.nlm.nih.gov/>; Cambia: <http://www.patentlens.net/>. 
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esses documentos delimitam o uso do material exclusivamente para fins de 
pesquisa, possuindo severas restrições em relação à comercialização de pro- 
dutos contendo o material em questão. Enquanto patentes expiram usual- 
mente após vinte anos, os acordos de transferência de materiais não cos- 
tumam ter prazo de validade, o que é um complicador a mais. À síntese de 
sequências de DNA que não sejam disponibilizadas gratuitamente, mas que 
estão disponíveis em bancos de dados públicos é uma alternativa simples 
e que pode eliminar a necessidade de assinar termos de transferência de 
material. Porém, sempre que houver a intenção de comercializar um pro- 
duto, qualquer decisão precisa ser muito bem planejada, para se encontrar a 
melhor estratégia, evitando, assim, problemas futuros. 


13.10 EXEMPLOS DE PRODUTOS FARMACÊUTICOS 
PRODUZIDOS EM PLANTAS 


Diversos produtos farmacêuticos podem ser obtidos através de utiliza- 
ção de plantas transgênicas (Tabela 13.1). Embora a grande maioria ainda 
esteja em fase de desenvolvimento e em testes pré-clínicos, vários já estão 
aprovados para comercialização por agências regulatórias ou, inclusive, já 
disponíveis no mercado. À seguir, serão discutidas algumas aplicações de 
plantas transgênicas na produção de vacinas, anticorpos, citocinas, hormô- 
nios e outras proteínas de interesse farmacêutico. 


13.10.1 Vacinas 


Antígenos de diversos patógenos humanos ou animais têm sido produ- 
zidos em plantas e testados em relação à sua eficácia em conferir imuni- 
dade a uma determinada doença. Ainda que vacinas produzidas em plantas 
possam ser administradas por via parenteral, uma das principais vantagens 
em expressar antígenos em plantas é a possibilidade de produzir vacinas 
comestíveis, já que a administração oral desses vegetais pode promover uma 
proteção imunogênica humoral e celular contra infecções gastrointestinais 
ou não”. 

Adicionalmente, como antes citado, é possível produzir VLPs altamente 
imunogênicos em plantas, que podem ser utilizados como vacinas. Por exem- 
plo, a produção de VLPs obtidas através da expressão em alface de um antí- 
geno de superfície do vírus da hepatite B (S-HBsAg). Nesse caso, foi possível 
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imunizar camundongos por via oral com pequenas doses desse antígeno (100 
ng/dose). Os camundongos imunizados apresentaram uma resposta imune 
contra HB na mucosa e humoral de forma sistêmica. Os autores descreveram 
que o pó liofilizado dessa planta, quando convertido em tabletes, pode apre- 
sentar alta durabilidade e preservar os antígenos por, no mínimo, um ano. 
De maneira alternativa, vacinas contra HB também podem ser expressas em 
tabaco, como no caso dos antígenos de superfície médio e grande (M/L-HB- 
sÃg) 2, também em tomate, como é o caso do antígeno L-HbsAG?” ou em 
banana, como no caso do antígeno S-HbsAg*. 

A primeira vacina produzida de forma recombinante em plantas que 
obteve aprovação regulatória nos Estados Unidos protege galinhas contra 
o vírus de Newcastle. Ela é obtida através da expressão de antígenos desse 
patógeno em suspensão de células de tabaco”. 

Existem diversos tipos de vacinas para humanos e animais sendo produ- 
zidas em escala laboratorial, e a variedade de plantas hospedeiras, técnicas 
e tipos de patógenos são extensos. Resumidamente, podemos citar alguns 
antígenos expressos com o intuito de promover proteção contra patógenos 
virais: a expressão da proteína L1 do papilomavírus humano (HPV) em 
tabaco% e da proteína TAT do vírus HIV, obtida em espinafre”. Para pató- 
genos bacterianos: a produção da toxina B de Vibrio cholerae em milho’? 
e da proteína ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis, expressa em cloro- 
plastos de tabaco ou de alface” e, finalmente, contra o protozoário causa- 
dor da malária, o antígeno PfMSP119 de Plasmodium falciparum em folhas 
de tabaco!"º. 


13.10.2 Anticorpos 


Anticorpos são glicoproteínas produzidas pelo sistema imune de verte- 
brados, que reconhecem e se ligam à antígenos com grande especificidade e 
afinidade. Devido a essas características, anticorpos podem ser utilizados de 
diversas maneiras, como na prevenção, diagnóstico e tratamento de doenças 
que atingem humanos e animais. 

A capacidade de plantas em produzir e montar corretamente anticorpos 
foi comprovada pela expressão de IgGs completos e funcionais em folhas 
de tabaco”. Após esse trabalho pioneiro, diversos anticorpos ou fragmen- 
tos foram produzidos em plantas. Anticorpos mais complexos como IgAs, 
encontrado em superfícies de mucosas, também podem ser obtidos em plan- 
tas, como no caso do produto CaroRx. Esse produto possui um anticorpo 
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de secreção IgA, produzido em folhas de tabaco transgênico que se liga à 
bactéria Streptococcus mutans, impedindo sua colonização nos dentes, auxi- 
liando no tratamento e na prevenção de cáries dentárias!º2, 

Outro anticorpo de alto interesse farmacêutico produzido em plantas é 
o 2612, que foi expresso em N. benthamiana e em milho” 193, Testes in 
vitro demonstraram que esse anticorpo é capaz de neutralizar o vírus HIV 
de uma forma melhor quando comparado com o produzido em células de 
mamíferos. Atualmente, o produto está em fase de testes em humanos pelo 
Consórcio Pharma-Planta”, e seu processo de produção já foi aprovado de 
acordo com as boas práticas industriais". 

Dentre diversos anticorpos que estão sendo produzidos em plantas, pode- 
mos destacar a obtenção da imunoglobulina A (hlgA_2A1), que se liga ao 
peptideo VP8 de rotavirus em plantas de tomate. Em testes in vitro, esse 
anticorpo demonstrou ser eficaz para inibir a infecção viral. Além disso, os 
autores cruzaram linhagens de plantas expressando hlgA 2A1 com plan- 
tas que expressam genes responsáveis pela biossíntese de antocianinas em 
tomate, conferindo a cor roxa para os frutos, tornando possível a distinção 
visual das plantas transgênicas e das selvagens!™. 

O vírus da raiva causa uma doença neuro-invasiva letal. À estratégia de 
tratamento e intervenção é a neutralização do agente infeccioso com anti- 
corpos logo após a exposição ao vírus, antes da entrada no sistema nervoso. 
Plantas podem ser úteis para o desenvolvimento de anticorpos para o trata- 
mento dessa enfermidade, pois foi possível expressar em tabaco anticorpos 
que neutralizam o vírus da raiva de uma maneira semelhante aos anticorpos 


produzidos em hibridomas!*. 


13.10.3 Citocinas 


Citocinas são pequenas proteínas secretadas, glicosiladas ou não, cuja 
função é a sinalização entre células, incluindo processos de proliferação, 
diferenciação e apoptose celular. Citocinas são diversas e abrangem hema- 
topoietinas, interleucinas, interferons, fatores de crescimento, fatores de 
necrose tumoral e quimiocinas. Elas podem ser utilizadas no tratamento 
contra o câncer, distúrbios no sistema imune e diversas outras doenças. 
Devido ao seu alto custo de produção, o uso clínico de citocinas é limitado, 


* Ver <http://www.pharma-planta.net>. 
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tornando a produção em plantas desejável por ser um sistema considerado 
mais barato de fabricação. 

Diversas citocinas foram expressas em plantas visando à redução de custo 
de produção, como o IFN-b, produzido em tabaco!” e as interleucinas IL-10 
e IL-13, também produzidas em tabaco!” 119, Em sementes de arroz foi pos- 
sível obter o fator de crescimento humano semelhante à insulina (hIGF-1) 
utilizada no tratamento da diabetes, em concentrações maiores de 6% de 
proteína total em sementes. Ademais, camundongos diabéticos que recebe- 
ram doses dessa proteína por via oral tiveram taxas de glicose sanguínea 
reduzidas, sugerindo a possibilidade de tratamento dessa doença através 
da ingestão de vegetais contendo esses peptídeos!!!. Citocinas expressas em 
plantas já são encontradas comercialmente: a empresa ORF Genetics comer- 
cializa cerca de trinta fatores de crescimento para uso em pesquisa (ISO- 
Kine!M). A obtenção desses peptídeos ocorre através da utilização de um 
sistema chamado Orfeus!M, que consiste na clonagem rápida e eficiente de 
genes contidos em um cassete de expressão, sendo que a produção ocorre 
em sementes de cevada hidropônica mantidas em um ambiente altamente 
controlado para otimizar a expressão. 


13.10.4 Hormônios 


Hormônios humanos importantes, como a insulina, também podem ser 
produzidos de forma recombinante em plantas. Altas quantidades da proin- 
sulina (precursor da insulina) foram obtidas em cloroplastos de tabaco e 
alface (47% e 53%, respectivamente). Assumindo que a produção dessa pro- 
teína é de 3 mg/g de folha, os autores estimaram que seria possível obter em 
um acre de plantação (40 toneladas de tabaco ou 11 toneladas de alface) 
em torno de 20 milhões de doses de insulina, mesmo levando em considera- 
ção uma perda de 50% desse hormônio durante as etapas de purificação. É 
importante mencionar que a administração via oral ou injetável da proinsu- 
lina recombinante em camundongos foi capaz de promover uma redução nos 
níveis de glicose sanguínea similar à insulina comercial!!?, 

Outro hormônio de importância farmacêutica é o hormônio de cresci- 
mento humano, que estimula o crescimento e a reprodução celular. Através 
da expressão em sementes de soja, foi possível obter aproximadamente 9 
g de hGH por quilo de semente. Os autores relataram que, devido ao acú- 
mulo dessa proteína em vacúolos de estocagem, a estabilidade é mantida 
por longos períodos de tempo”. Já a expressão desse hormônio em cultura 
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de células de arroz alcançou 57 mg por litro de meio de cultura, quando foi 
utilizado o promotor Ramy 3D'!!. 


13.10.5 Outros produtos de interesse farmacêutico 


Indivíduos com quadro clínico de Gaucher possuem mutações no gene 
que codifica a enzima glicocerebrosidase (GDC), cuja falta no organismo 
leva a uma disfunção de múltiplos órgãos. O tratamento para essa doença é 
a reposição intravenosa da enzima GDC, considerada uma das drogas mais 
caras no mercado. A produção dessa enzima foi realizada pela expressão 
em vacúolos de células de cenoura em suspensão, de uma forma industrial e 
menos custosa. A GDC recombinante foi testada em camundongos e huma- 
nos sadios, e a empresa Protalix passou a elaborá-la sob o nome de Elely- 
so™ (Taliglucerase Alfa)!” '". 

À expressão de proteínas presentes no leite materno empregando plantas 
é uma alternativa que beneficia a produção de formulações de alimentos 
infantis, tornando esses alimentos mais saudáveis. A lactoferrina humana 
(HLF) é uma proteína encontrada em alta quantidade no leite materno e atua 
na proteção contra patógenos, modulação do sistema imunológico, absorção 
de ferro e no crescimento celular. A expressão da HLF de forma recombi- 
nante em arroz foi realizada através da expressão de um gene sintético codi- 
ficante de HLF controlado por um promotor da glutelina de arroz (Gt1). A 
proteína recombinante HLF inibiu o crescimento de patógenos humanos e se 
mostrou resistente à digestão por proteases in vitro, indicando que ela pode 
resistir à degradação durante a digestão. Ademais, sementes transgênicas de 
arroz apresentaram quantidades de ferro duas vezes maiores que a encon- 
trada em sementes não GM, sugerindo que esse arroz pode ser utilizado não 
só em fórmulas alimentares para crianças, mas também auxiliar pessoas com 
deficiências nutricionais sérias devido a falta de ferro! 116, 


13.11 PERSPECTIVAS FUTURAS 


A tecnologia de produção recombinante de proteínas de interesse far- 
macêutico tem se aprimorado constantemente e a cada ano surgem novas 
estratégias com o intuito de desenvolver proteínas com características seme- 
lhantes às encontradas naturalmente, sempre visando também ao uso de 
plataformas de baixo custo. Avanços futuros na produção dessas plantas 
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transgênicas podem incluir o desenvolvimento e escolha de espécies hospe- 
deiras que se adaptem a diferentes climas, permitindo o cultivo em várias 
regiões do planeta. Isso abre perspectivas de atender a demanda em países 
que mais necessitam de um determinado produto. O desenvolvimento de 
plantas cujos padrões de glicosilação são semelhantes aos encontrados em 
humanos pode também colaborar com a melhoria da qualidade dos produ- 
tos provenientes dessa tecnologia. 

A pesquisa de novos elementos controladores, como promotores e poten- 
cializadores da transcrição, junto com um melhor entendimento dos meca- 
nismos moleculares envolvidos na utilização de códons preferenciais, certa- 
mente irá colaborar para o aumento da expressão proteica. Esse componente 
é essencial, pois afeta diretamente os custos de produção. 

O aperfeiçoamento de técnicas de extração e purificação de proteínas 
recombinantes também é um foco muito investigado. Isso se deve ao fato 
de o maior custo de produção ocorrer nessa etapa da produção e também 
devido à alta porcentagem de pureza que deve ser alcançada para uma molé- 
cula poder ser utilizada como fármaco. Para isso, novas metodologias, como 
a produção de corpúsculos oleosos e a secreção em meio de cultura, são 
necessárias, pois estas permitem que algumas etapas de purificação e pro- 
cessamento sejam eliminadas. 

Já a expressão de forma transiente pode ser uma alternativa na produção 
de vacinas contra patógenos que mutam rapidamente, uma vez que a expres- 
são de antígenos vacinais pode ser realizada em um curto período de tempo. 
É o caso das vacinas contra o vírus influenza, causador da gripe, que podem 
ser obtida de uma forma mais rápida em plantas em comparação com a pro- 
dução em ovos. Um exemplo é a vacina contra HSN1, produzida em plantas 
pela empresa Medicago. 


13.12 CONCLUSÕES 


Neste capítulo, discutimos diferentes aspectos em relação à produção de 
plantas transgênicas para a obtenção de proteínas recombinantes de interesse 
farmacêutico. Plantas possuem algumas vantagens em relação a outros orga- 
nismos hospedeiros em questões de qualidade, escalabilidade e segurança. 

Na escolha da espécie hospedeira devem ser consideradas algumas carac- 
terísticas vegetais, como a possibilidade de transformação genética, cultivo 
e colheita, processamento do material vegetal, transporte, complexidade 
de metabólitos e proteínas endógenas, níveis de produção de massa e a 


Plantas como Biorreatores: Fundamentos, Métodos e Aplicações 589 


possibilidade de escalonamento da produção. Diversas espécies podem ser 
utilizadas, algumas com metodologias de transformação já bem desenvol- 
vidas, e outras, não. Porém, diversos grupos de pesquisadores vêm traba- 
lhando tanto no desenvolvimento dessas técnicas quanto na identificação 
de novos hospedeiros vegetais para a produção recombinante de proteínas. 

Uma alta expressão proteica é elemento chave na produção de fármacos 
em vegetais. Apesar de ainda não existir um modelo definitivo sobre a utili- 
zação de códons em organismos, a otimização dos códons do gene exógeno, 
de acordo com os mais utilizados pelo hospedeiro, tem promovido bons 
resultados. Na literatura, existem diversos promotores e sequências regula- 
tórias descritas, e constantemente o número tem aumentado. Neste capítulo, 
citamos os tipos mais utilizados e que apresentaram resultados positivos 
consistentes. A escolha dessas sequências deve levar em consideração diver- 
sos aspectos, como mencionado anteriormente. 

A produção, endereçamento e retenção da proteína de interesse para 
uma determinada organela pode influenciar tanto na estabilidade proteica 
quanto nos níveis de acúmulo. Em cloroplastos é possível obter altos níveis 
de expressão, devido à presença de várias organelas em uma única célula. 
No entanto, por possuírem características bacterianas, não promovem uma 
modificação pós-traducional característica de algumas proteínas, como a 
glicosilação. Já a retenção em organelas do sistema secretório demonstra- 
se eficiente em promover essa modificação, além de prover um ambiente 
favorável para o acúmulo protéico, geralmente com baixa possibilidade de 
degradação proteica. Portanto, a seleção por essas opções deve considerar as 
características de cada proteína recombinante. 

Métodos de transformação genética têm por função romper barreiras físi- 
cas da célula para que ocorra a entrada do DNA heterólogo. Diversos méto- 
dos foram aqui apresentados, sendo alguns mais utilizados para uma deter- 
minada espécie hospedeira em relação a outras. Porém, é importante estar 
atento aos vários estudos que vêm sendo realizados para adaptar técnicas 
mais simples e mais eficazes para uma maior variabilidade de hospedeiros, 
permitindo aperfeiçoar processos de transformação e aumentar os níveis de 
células transformadas. 

Diversas proteínas possuem modificações pós-traducionais essenciais 
para sua atividade e estabilidade. Plantas promovem algumas modificações 
pós-traducionais de forma semelhante a mamíferos. Apesar da glicosilação 
vegetal ser diferente em alguns aspectos da observada em humanos, já existe 
a possibilidade de “humanização” dessas plantas. Isso é possível através 
da inserção ou repressão de genes responsáveis pela expressão de enzimas 
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envolvidas no processo de glicosilação, permitindo a obtenção de produtos 
cada vez mais semelhantes aos encontrados naturalmente. Entretanto, algu- 
mas dessas diferenças podem não ser prejudiciais e, ocasionalmente, podem 
ser benéficas para determinadas proteínas. 

Células vegetais possuem um ambiente propício para a formação de par- 
tículas virais, permitindo a produção de vacinas de uma forma mais segura 
que o uso de vírus inativados ou mortos. Isso ocorre devido à capacidade de 
algumas proteínas do capsídeo viral conseguirem formar estruturas vazias 
(sem material genético), muito semelhantes às encontradas naturalmente, 
caracterizando-as como altamente imunogênicas e não virulentas. 

Aspectos de biossegurança devem ser levados em consideração na pro- 
dução de fármacos em plantas transgênicas. Existem diversas técnicas para 
evitar a contaminação acidental humana e/ou animal por moléculas recom- 
binantes. É aconselhável o uso de plantas que não estão envolvidas direta- 
mente na alimentação humana. O conjunto de tecnologias atuais e os proce- 
dimentos de biossegurança da legislação brasileira permitem produzir plantas 
transgênicas de uma forma segura para o meio ambiente e para a população. 

A propriedade intelectual é um aspecto usualmente desconhecido da 
maioria dos pesquisadores e de novos empreendedores. Considerando a 
possibilidade de que os produtos de um projeto de pesquisa cheguem ao 
mercado, é essencial que haja uma preocupação extrema com a possibili- 
dade de infração de propriedade de terceiros, principalmente na forma de 
patentes de sequências de DNA e de metodologias. Os Núcleos de Inovação 
Tecnológica (NTITs) das universidades e centros de pesquisa podem orientar 
os pesquisadores e alunos. 

Diversos tipos de proteínas têm sido produzidos em plantas em nível 
laboratorial. Enquanto a maioria está em processo de testes em animais e 
humanos, algumas já foram aprovadas para comercialização. Apesar de um 
número relativamente pequeno de produtos no mercado, a expectativa é de 
que, com o aumento e refinamento das técnicas de transformação, produção 
e purificação dessas moléculas, diversos produtos com variadas aplicações 
estarão disponíveis para a sociedade. 


13.13 MÉTODO DE TRANSFORMAÇÃO 


Neste capítulo, apresentaremos um método de transformação genética 
de tabaco mediada por agrobactéria para expressão permanente em folhas. 
Esta metodologia foi escolhida devido à facilidade da manipulação genética 
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dessa espécie vegetal e está dividida em cinco etapas: (1) construção do vetor 
de expressão; (2) obtenção de material vegetal; (3) transformação de agro- 
bactéria; (4) infecção de fragmentos foliares e (5) regeneração de plantas 
transgênicas. O material e equipamentos necessários para essa técnica estão 
descritos na Tabela 13.2. 


Tabela 13.2 Material e equipamentos utilizados no protocolo de transformação genética de tabaco 








MATERIAL EQUIPAMENTOS 
Acetato de Potássio Hormônios: ANA e BAP Autoclave 
Acetosiringona Inositol Câmara de crescimento vegetal 
Ácido Hidroclorídrico (HCI) Kit de extração in gel de DNA Câmara dissecadora tipo Bell Jar 
Ácido Acético Glacial (CH3COOH) Lâminas de bisturi Capela de exaustão 
Agar Lisozima Casa de vegetação 





Material Plástico (Placas, 








Agarose pois Bios: aft Cuba e fonte de eletroforese 
Agrobactéria termocompetente ease En : 
(Fx. GV3101) Nitrogénio liquido Fluxo laminar 
Agua destilada e Ultra Pura Phytagel Fotodocumentador de DNA 
Água sanitária Potes de vidro de 300 mL Microcentrifuga 


Reagentes PCR (DNA 














Alcool etilico 70%, polos, fujo di Micropipetas 
Álcool Isoamílico Sacarose Shaker 
Álcool Isopropílico Sacos de papel e plástico Termociclador 
Arcos Comi, Sementes de tabaco SRI Vórtex 
cefotaxima, vancomicina 
Dodecil sulfato de sódio (SDS) Sais MS 
EDTA Solo 
Cloreto de Sódio (NaCl) Triptona 
Clorofórmio Tris 


Enzimas de restrição Vasos de 12 L 
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MATERIAL EQUIPAMENTOS 
Extrato de levedura Vermiculita 
Vetores (clonagem, passagem 
Fenol Wa - 
e binário /expressão) 
Glicose Vitamina MS 


Hidróxido de Sódio (NaOH): 1 N e 5N 


Meios de cultura 


1) 


SE 


LB (Luria-Bertani) 1 L: em 900 mL de água destilada adicionar 10 g de 
triptona, 5 g de NaCle 10 g de extrato de levedura. Ajustar o pH para 7,0 
com NaOH 5 M e autoclavar. Para meio sólido, adicionar 15 g de ágar 
antes de autoclavar. 

MS 1 L: em 900 mL de água destilada adicionar 4,33 g de sais MS!?, 
1 mL de vitamina MS, 30 g de sacarose e 0,1 g de Inositol. Agitar até 
dissolver, ajustar o volume para 1 L, ajustar o pH para 5,8 com NaOH 
1 M e autoclavar. Para meio sólido adicionar 2,5 g de Phytagel antes 
de autoclavar. 

MS-I 1L: em 900 mL de água destilada adicionar 4,33 g de sais MS, 1 mL 
de vitamina MS, 30 g de sacarose, 0,1 g de Inositol e 2,5 g de Phytagel. 
Agitar até dissolver, ajustar o volume para 1 L, ajustar o pH para 5,8 
com NaOH 1 M e autoclavar. Esperar a temperatura do meio diminuir 
até aproximadamente 40 °C e adicionar BAP (1 mg/L), ANA (0,1 mg/L) e 
acetoseringona (20 mg/L). Distribuir o meio em placas de Petri. 

MS-R1 1L: Em 900 mL de água destilada adicionar 4,33 g de sais MS, 1 
mL de vitamina MS, 30 g de sacarose, 0,1 g de Inositol e 2,5 g de Phyta- 
gel. Agitar até dissolver, ajustar o volume para 1 L, ajustar o pH para 5,8 
com NaOH 1M e autoclavar. Esperar a temperatura do meio diminuir 
até aproximadamente 40 “C e adicionar BAP (1 mg/L), ANA (0,1 mg/L), 
cefotaxima (250 mg/L) e vancomicina (200 mg/L), para evitar o cresci- 
mento das bactérias remanescentes e canamicina (100 mg/L) para seleção 
de células transformadas. Alternativamente, pode-se usar o antibiótico 
Timentin (300 mg/L) no lugar de cefotaxima e vancomicina. O antibió- 
tico de seleção em plantas deve ser escolhido de acordo com o gene de 
resistência encontrado no vetor de expressão. 

MS-R2: em 900 mL de água destilada adicionar 4,33 g de sais MS, 1 mL 
de vitamina MS, 30 g de sacarose, 0,1 g de Inositol e 2,5 g de Phytagel. 
Agitar até dissolver, ajustar o volume para 1 L, ajustar o pH para 5,8 com 
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NaOH 1 M e autoclavar. Esperar a temperatura do meio diminuir até 
aproximadamente 40 ºC e adicionar cefotaxima (250 mg/L), vancomicina 
(200 mg/L) e canamicina (100 mg/L). As mesmas alterações de antibióti- 
cos podem ser feitas como descrito anteriormente. 


Soluções e tampões 

1) MPA-1: em 40 mL de água ultra pura adicionar 0,450 g de glicose, 0,146 
g de EDTA, 0,151 g de Tris. Ajustar o pH para 8,0 com HCl e completar 
o volume para 50 mL com água ultrapura. 

2) MPA-2: em 8 mL de água ultra pura adicionar 200 uL de NaOH 10 M, 
0,1 g de SDS. Completar o volume para 10 mL com água ultra pura. 

3) MPA-3: em 60 mL de água ultra pura adicionar 29,45 g de acetato de 
potássio, 11,25 mL de ácido acético glacial. Completar o volume para 
100 mL com água ultra pura. 


1. Construção do vetor de expressão 
Nesta etapa, são utilizadas técnicas rotineiras de biologia molecular!?º, 


a) Amplificação por PCR do gene de interesse e purificação da banda in gel 
utilizando kits de extração (como QIAquick, da Quiagen). 

b) Ligação do produto de PCR a vetores de clonagem (como pGEM-TEasy, 
da Promega) e clonagem em bactérias. Recuperar o plasmídeo por técnica 
de minipreparação de DNA plasmidial (miniprep). 

c) Digestão do vetor contendo o gene de interesse utilizando enzimas 

de restrição (utilizar enzimas que flanqueiem o gene e não cortem no 

seu interior). 

Digestão do vetor de passagem que contém o promotor e terminador com 

as mesmas enzimas compatíveis com as utilizadas para recuperar o gene 

de interesse. Diversos vetores podem ser utilizados, por exemplo, o vetor 
pRT104 que possui o promotor 35S e sitio de poliadenilagao de CaMV"! 

(Figura 13.17). 

Ligação do vetor de passagem ao gene de interesse, clonagem em bactéria. 

Preparação do vetor de passagem contendo o gene de interesse por mini- 

prep, seguida de digestão com enzimas de restrição para recuperar o 

cassete de expressão (Promotor — Gene de interesse — Terminador). Uti- 

lizar enzimas compatíveis com a região múltipla de clonagem do vetor 
de destino. 


2 
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~ 


=> 
e 


594 


8) 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


Digestão do vetor de destino com enzimas de restrição compatíveis com 
as utilizadas para recuperação do cassete de expressão anterior. Diver- 
sos vetores podem ser utilizados, por exemplo, vetores binários pCAM- 
BIA’, que possuem extremidades de T-DNA, entre as quais o cassete de 
expressão será inserido. Esses vetores geralmente possuem regiões que 
expressam genes de resistência para seleção em bactérias e plantas (resis- 
tência a antibióticos ou herbicidas), podendo conter genes repórteres para 
identificação visual de plantas transformadas, como por exemplo, o gene 
gus!” ou gfp'. 

Ligação do cassete de expressão no vetor de destino, clonagem em bacté- 
rias e recuperação do vetor final (vetor de expressão) por miniprep. 
Verificar a integridade do vetor por restrição enzimática e sequencia- 
mento de DNA. 


pe 


Figura 13.17 pRT 104, um típico vetor para construção de cassetes de expressão. O vetor pRT104 contém o sítio múltiplo de clonagem 
inserido entre o promotor 35S (p35S) e o sítio de poliadenilação (poli-A). Também possui uma região codificante de um gene de resis- 
tência a ampicilina (ampR), necessária para a seleção de bactéria transformados durante a clonagem do vetor. 


2. Obtenção de material vegetal 


a) Desinfetar sementes de tabaco da variedade SR-1. Todo o processo deve 


ser realizado em uma capela de exaustão devido à toxidez da fumaça pro- 
veniente da reação da água sanitária e HCl. 


* Ver <www.cambia.org>. 
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Colocar aproximadamente 100 sementes de tabaco SR-1 em um 
microtubo de 1,5 mL. 

Acomodar este tubo em uma câmara dissecadora tipo bell jar, con- 
tendo um becker com 70 mL de água sanitária comercial. 

Adicionar 1 mL de HCl concentrado à água sanitária e fechar rapida- 
mente a tampa da câmara dissecadora. Manter por aproximadamente 
4 horas. 

Retirar o tubo com as sementes da câmara e manter a câmara aberta 
na capela de exaustão por 24 horas para eliminação da fumaça tóxica. 
Obtenção de material vegetal para transformação. Todo o processo deve 
ser realizado em um fluxo laminar, com extremo cuidado para não con- 
taminar os meios de cultura. 

Semear aproximadamente 25 sementes em uma placa de Petri con- 
tendo meio de cultura MS sólido. Manter em câmara de crescimento 
a 25 °C e fotoperiodo de 16 horas por 1 a 2 semanas. 

Transferir as plantulas germinadas para potes de 300 mL contendo 30 
mL de MS sólido. Manter em câmara de crescimento a 25° C e foto- 
período de 16 horas por 2 a 4 semanas. Essas plantas serão utilizadas 
para a transformação genética. 


3. Transformação de agrobactéria 


Todo o processo deve ser realizado em um fluxo laminar, com extremo 
cuidado para não contaminar os meios de cultura. 


a) 


Incubar Agrobactérias termocompetentes em um tubo de 1,5 mL con- 
tendo 1 ug de vetor de expressão em água ultrapura durante 30 minutos 
no gelo. 

Congelar o tubo com DNA e bactérias em nitrogênio líquido, em seguida 
transferir para banho-maria a 37 °C por 5 minutos. 

Adicionar 1 mL de meio de cultura LB. Incubar por 2 horas a 28 °C com 
agitação de 250 rpm. 

Plaquear as bactérias em meio LB sólido contendo antibióticos de seleção 
bacteriana e plasmidial. Incubar por 48 a 72 horas a 28 °C no escuro. 
Selecionar colônias transformada e inocular em 6 mL de meio LB con- 
tendo antibióticos de seleção. Incubar por 24 horas a 28 °C no escuro. 
Transferir 1,5 ml de inoculo para tubo de 1,5 mL, centrifugar a 14.000 
rpm por 1 minuto e descartar o sobrenadante. Repetir este passo. 
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Adicionar 100 uL de tampão MPA-1, ressuspender as células com a ajuda 
de um vortex e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. 
Adicionar 4 mL de solução aquosa de lisozima (100 mg/mL), agitar leve- 
mente e incubar por 15 minutos a 37 °C. 

Adicionar 200 uL de solução MPA-2, misturar levemente invertendo o 
tubo 4 vezes e incubar no gelo por 5 minutos. 

Adicionar 150 uL de solução MPA-3, agitar em um vórtex por 10 segun- 
dos e incubar por $ minutos no gelo. 

Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. Transferir o sobrena- 
dante para novo tubo; 

Adicionar ao sobrenadante 400 uL de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico 
(25:24:1), agitar no vórtex e centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm a 4 
ºC. Transferir o sobrenadante para novos tubos. Repetir este passo ape- 
nas com clorofórmio; 

Adicionar 300 uL de isopropanol e incubar por 10 minutos no gelo. Cen- 
trifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4 °C. 

Descartar o sobrenadante e adicionar vagarosamente ao precipitado 
500 uL de álcool etílico 70%, centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm a 
4 °C. Descartar o sobrenadante. 

Ressuspender o precipitado em 20 uL de água ultrapura. 

Montar uma reação de PCR para cada amostra de DNA representativo 
de uma colônia de agrobactéria, empregando primers específicos do 
cassete de expressão contendo o gene de interesse. Em geral, é desejável 
que um dos primers corresponda ao gene de interesse e o outro a uma 
região do promotor ou do terminador que flanqueiam o gene. Os resul- 
tados da amplificação podem ser observados em uma eletroforese em gel 
de agarose. 


4. Infecção de fragmentos foliares 


Todo o processo deve ser realizado em um fluxo laminar, com extremo 
cuidado para não contaminar os meios de cultura. 


Incubar colônias de agrobactérias selecionadas por PCR em 20 mL de 
meio LB contendo antibióticos a 28 “C, 250 RPM no escuro até atingir a 
fase exponencial de crescimento (OD, entre 0,6 e 0,8). 

Centrifugar a suspensão bacteriana a 5.000 rpm por 5 minutos e descar- 
tar o sobrenadante. 
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c) 


d) 


e) 


Adicionar meio MS ao precipitado bacteriano de forma a se obter uma 
OD, de 0,1. Manter a temperatura ambiente. 

Cortar 100 fragmentos foliares de tabaco (explantes) com aproximada- 
mente 1 cm* com ajuda de uma lamina de bisturi e colocar em dois tubos 
falcon de 50 mL (50 explantes cada) contendo 29 mL de meio MS e 1 mL 
de MS contendo a suspensão bacteriana. Manter por 10 minutos a tem- 
peratura ambiente. Evitar cortar regiões das folhas que possuem nervuras 
ou que estejam cloróticas. 

Transferir aproximadamente 10 explantes por placa contendo meio MS-I 
sólido. Manter a região adaxial da folha em contato com o meio. Incubar 
por 48 horas à temperatura de 25 °C no escuro. 


5. Regeneração de plantas transgênicas 


Todo o processo deve ser realizado em um fluxo laminar, com extremo 
cuidado para não contaminar os meios de cultura. 


a) 


Transferir os explantes para placas contendo meio de cultura MS-R1 para 
a indução de brotos e antibióticos para controle de crescimento de bac- 
térias remanescentes e seleção de célula vegetal transformadas. Manter à 
25 °C por 2 semanas com fotoperiodo de 16 horas. 

Repetir o passo anterior cortando e descartando regiões foliares que esti- 
verem necrosadas. Brotos resistentes podem surgir durante a as primeiras 
duas semanas, mas a maioria geralmente aparece após este tempo. Neste 
caso, transferi-los de acordo com a próxima etapa. 

Transferir brotos com aproximadamente 1 cm a 2 cm para potes con- 
tendo MS-R2 e manter a 25 °C com fotoperíodo de 16 horas até o desen- 
volvimento de raízes. Brotos transgênicos desenvolverão raízes, enquanto 
os não transgênicos não desenvolverão (podendo ficar necrosados). 
Quando as plantas enraizadas alcançarem em torno de 10 cm a 15 cm, 
elas devem ser aclimatadas. Transferir as plantas isoladamente para potes 
(100 mL) contendo solo e vermiculita estéreis (3:1 v/v). Lavar bem as raí- 
zes com água destilada antes da transferência. Adicionalmente, deve-se 
cobrir as plantas com saco plástico com pequenos furos durante 1 semana 
para garantir uma alta umidade. Manter as plantas em casa de vegetação 
na sombra (debaixo de uma tela sombrite). 

Após a aclimatação, transferir as plantas para vasos de aproximadamente 
12 L contendo solo adubado. Manter em casa de vegetação durante a 
análise dos eventos transgênicos e até a produção de semente. Embora a 
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fecundação cruzada seja rara em tabaco, deve-se cobrir as flores com um 
saco de papel, para evitar ao máximo a dispersão de pólen, garantindo a 
autofecundação. 

Analisar a expressão da proteína de interesse por técnicas de SDS-PAGE, 
western blot, ELISA etc. 

Quando as sementes estiverem maduras e secas, deverão ser coletadas, 
estocadas ou desinfetadas e semeadas em meio MS contendo antibióticos 
ou herbicidas de seleção. 

Contar o número de plântulas germinadas resistentes após duas semanas 
e aplicar uma análise estatística (teste X2), usando como hipótese uma 
segregação mendeliana (3:1). Repetir autofecundação das plantas positi- 
vas até a obtenção de homozigose. 
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14.1 INTRODUÇÃO 


As aplicações e consequente demanda global por proteínas recombinan- 
tes farmacêuticas têm aumentado constantemente!, e seu mercado para a 
saúde humana já atingiu 99 bilhões de dólares em 20092. Os sistemas atuais 
de produção dessas proteínas estão baseados no cultivo in vitro de célu- 
las eucariontes ou procariontes geneticamente modificadas em biorreatores. 
Embora estes sistemas de biorreatores sejam o de eleição para a produção 
de proteínas recombinantes, ainda possuem limitações. A produção de pro- 
teínas recombinantes”, apesar de poder atingir até 5 g/L, geralmente está 
limitada a miligramas por litro devido à baixa densidade de células possíveis 
no cultivo*, limitando o aumento da produção por área. Além disso, o custo 
para se estabelecer uma estrutura física completa pode ultrapassar 1 bilhão 
de dólares”, requerendo equipamentos especializados de valor elevado e alto 
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consumo de energia. Existe também certa dificuldade em estabelecer linha- 
gens de células com expressão estável”, requerendo renovação constante. 

Uma alternativa ao cultivo in vitro de células eucariontes é o uso de ani- 
mais domésticos geneticamente modificados como biorreatores. As proteínas 
recombinantes produzidas nesses animais sofrem glicosilação e montagem 
semelhante àquelas produzidas pelas células mamíferas mantidas em cul- 
tivo in vitro, e podem favorecer a expressão de proteínas complexas que 
têm sido difíceis de serem produzidas em linhagens celulares*”. Proteínas 
recombinantes podem ser produzidas na glândula mamária, urina, sangue e 
clara de ovos. À glândula mamária tem sido o órgão preferencial’, de onde 
o leite com grandes quantidades de proteínas é facilmente removido pela 
ordenha, com menos estresse ao animal. As espécies domésticas de preferên- 
cia para atuarem como biorreatores são caprinos, ovinos e bovinos pelo fato 
de produzirem grandes quantidades de leite, terem um manejo nutricional 
e sanitário conhecido e possuírem tecnologias reprodutivas que permitem 
acelerar os processos reprodutivos, facilitando a geração de descendentes. 
Coelhos também têm sido considerados uma opção devido à facilidade de 
manutenção, alta prolificidade e curta duração da gestação!!! assim como 
galinhas para a produção de ovos contendo proteínas recombinantes!?. Neste 
contexto, está em uso o termo gene pharming para traduzir a utilização de 
animais domésticos geneticamente modificados para a produção de medi- 
camentos, com o argumento de que esses animais transgênicos são capa- 
zes de atender à demanda industrial de medicamentos quando comparados 
aos equipamentos complexos e dispendiosos do cultivo celular tradicional 
em biorreatores. 

Estima-se que o custo para se produzir uma proteína recombinante por 
meio de um animal biorreator possa ser um décimo do custo das estruturas 
comerciais de cultivo de células”. No Brasil, um estudo da Universidade Esta- 
dual do Ceará (UECE) gerou cabras (Figura 14.1) para o fator estimulante 
de colônias de granulócitos humano (human granulocyte colony stimulating 
factor —- hG-CSF)", com produção de 0,63 g/L de leite, enquanto, na Argen- 
tina, estudo de Salamone e colaboradores!* produziu bovinos que secretam 
até 5 g/L de hormônio do crescimento humano no leite. Com a estimativa 
de produção de 1 g/L de proteína recombinante no leite, poder-se-ia atender 
a importação brasileira de 2010, de duas toneladas de imunoglobulinas no 
valor de 162 milhões de dólares!*, com 334 vacas produzindo 6.000 kg de 
leite por lactação. Considerando o valor do litro de leite convencional (0,70 
centavos de dólar), o valor total do custo para as 334 vacas seria de 1,4 
milhão de dólares. Outras estimativas, baseadas na produção de anticorpos 
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monoclonais, calculam que, para a produção de 100 kg por ano, os custos de 
produção por grama são entre três e trinta vezes menores com o uso de um 
modelo com caprinos transgênicos quando comparado ao modelo utilizando 
células eucariontes!*. 

Obviamente, animais domésticos biorreatores devem ser mantidos em ins- 
talações ou estábulos controlados, com elevados níveis de exigência sanitá- 
ria e higiênica e respeitando-se as diretrizes de biossegurança, o que aumenta 
o custo de produção do litro de leite. Deve-se considerar também que esta 
é uma ferramenta que ainda exige investimento em pesquisa e desenvolvi- 
mento para a geração de animais domésticos geneticamente modificados, 
purificação da proteína recombinante do leite do animal e avaliações pré- 
clínicas e clínicas da ação das drogas produzidas, o que agrega mais custos à 
produção. Entretanto, pela capacidade de produção em alta escala, geração 
de descendentes e o custo de instalação e manutenção dos animais, é uma 
alternativa aos biorreatores convencionais de cultivo celular. Neste capítulo, 
será apresentado um histórico da evolução da produção de animais domésti- 
cos geneticamente modificados e as principais técnicas utilizadas, com algu- 
mas aplicações de animais biorreatores para a saúde humana. 


Eee ti e 





Figura 14.1 Camilla, cabra biorreatora que secreta o fator estimulante de colônias de granulócitos humano no leite, gerada na Univer- 
sidade Estadual do Ceará. 
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14.2 HISTÓRICO 


Apesar do uso de animais domésticos como biorreatores ser ainda um 
conceito inovador, estudos com modificações genéticas de embriões de 
mamíferos ocorrem desde a década de 1960, quando o professor Lin!” 
microinjetou DNA em zigotos de camundongos. Na década de 1970, foi 
possível produzir camundongos saudáveis carreando sequências de DNA 
do gene do vírus Simian 40 microinjetadas na blastocele!*. Em 1980, houve 
o relato do método mais comum para se produzir embriões camundongos 
transgênicos: a microinjeção pronuclear de DNA?º. Em 1982, foram publi- 
cados estudos com camundongos transgênicos gerados por este método e 
portando o gene do hormônio de crescimento de ratos?º. Com uma eficiência 
de aproximadamente 30%?!, a microinjeção pronuclear permitiu o avanço 
da transgenia em camundongos e ratos, de modo que, atualmente, tem sido 
possível gerar linhagens modificadas geneticamente para estudos de diversas 
doenças humanas e que podem ser encontradas comercialmente, produzidas 
por laboratórios especializados. 

Outra maneira importante para a geração de camundongos transgênicos 
é com o uso de células-tronco embrionárias geneticamente modificadas por 
meio de recombinação homóloga. No início da década de 1980, foi relatado 
o isolamento de células-tronco de embriões em fase pré-implantação?, e que 
tais células podiam colonizar as células germinativas após serem injetadas 
na blastocele, formando um embrião quimera”. Em seguida, demonstrou- 
se que um gene poderia ser modificado via recombinação homóloga nas 
células-tronco embrionárias. Após transferir as células-tronco modificadas 
geneticamente para a blastocele de um embrião, obteve-se camundongos 
quimeras aptos a transmitirem a modificação gênica para seus descendentes 
e gerar animais geneticamente modificados?. A grande vantagem do uso das 
células-tronco embrionárias é a manutenção de sua pluripotência e autorre- 
novação, mesmo após a transfecção para introdução da modificação gênica, 
permitindo a seleção e estabelecimento de linhagens geneticamente modifica- 
das. Além disso, a recombinação homóloga nas células-tronco embrionárias 
permite a integração controlada, sítio-específica da modificação gênica no 
genoma hospedeiro, evitando-se efeitos indesejáveis que podem ser causados 
por integrações aleatórias. Desde então, células-tronco de camundongos com 
recombinação homóloga têm sido usada para produzir animais com muta- 
ções, substituições, deleções e inversões gênicas” para servir de modelos 
para estudos de função gênica e de doenças. 
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O avanço ocorrido com o uso de microinjeção pronuclear ou de células- 
tronco para gerar camundongos geneticamente modificados não foi obser- 
vado para espécies domésticas. Apesar de muitos estudos com células-tronco 
de bovinos, caprinos e ovinos, linhagens verdadeiramente embrionárias, com 
capacidade de autorrenovação e longo tempo em cultivo, ainda não foram 
estabelecidas?*?* e, portanto, ainda não têm sido usado para a modificação 
gênica. Apesar do primeiro relato de ovinos e suínos transgênicos gerados 
pela microinjeção pronuclear ter ocorrido em 19857”, este método apresenta 
uma eficiência muito menor para espécies domésticas do que para camun- 
dongos, entre 0,8% a 10%7!3031 o que limita a produção em escala de 
embriões e animais transgênicos. Ainda assim, é uma opção para a produção 
de animais como biorreatores. O primeiro relato de proteínas recombinantes 
produzidas em espécies mamíferas domésticas biorreatores (fator IX de coa- 
gulação humana em ovelhas) aconteceu em 1988, com o uso da microinjeção 
pronuclear*. Em 2006, o Brasil gerou, em Fortaleza, cabras que secretavam 
hG-CSF, também por esse método”. 

Em 1971, houve a comunicação de que DNA exógeno poderia ser trans- 
ferido por um espermatozoide para um oócito após a fertilização’t, mas 
somente em 1989 foi relatado o nascimento de animais (camundongos) com 
espermatozoides fazendo a transferência gênica?’, e, ainda assim, de maneira 
controversa*®. Animais de outras espécies foram em seguida gerados pela 
transferência gênica mediada por espermatozoides (sperm-mediated gene 
transfer - SMGT). Em 1995, demonstrou-se que espermatozoides de bovi- 
nos poderiam carrear um gene exógeno para o oócito, apesar de os cientis- 
tas terem obtido apenas um animal positivo de 45 nascimentos”. Em 1996 
suínos transgênicos foram produzidos por meio da inseminação artificial de 
porcas com espermatozoides carreando um transgene repórter*, e, em 2002, 
foi relatada a produção de porcos com um gene humano para uma proteína 
de membrana que protege as células da ativação de complementos autó- 
logos”. A SMGT apresenta a vantagem de ser um método aparentemente 
simples, no qual os espermatozoides são expostos à construção gênica e, 
em seguida, usados para fertilizar os oócitos. Entretanto, os resultados de 
diferentes experimentos e em diferentes espécies nem sempre são reproduzí- 
veis?640 podendo requerer uso de biotecnologias reprodutivas mais avan- 
çadas, como a injeção espermática intracitoplasmática (intracytoplasmic 
sperm injection — ICSI) para favorecer a entrada do espermatozoide con- 
tendo o transgene, mesmo que com baixa eficiéncia*!*!. 

Um grande estimulo para estudos com transgenia em animais domésticos foi 
o advento da transferéncia nuclear com células somaticas (TNCS), relatado em 
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1997 com o nascimento da ovelha Dolly*2. Com este método, tornou-se possí- 
vel modificar geneticamente as células e selecionar aquelas com a modificação 
desejada durante o período de cultivo in vitro. As células selecionadas são 
então usadas para produzir um embrião transgênico, com aproximadamente 
100% de garantia de obtenção da modificação gênica no animal nascido*. O 
primeiro relato do uso de TNCS para este fim foi de Schnieke e colaborado- 
res em 1997 em ovinos, para secreção do fator IX de coagulação humana”. 
No ano seguinte, foi relatado o uso do método para bovinos, gerando o ani- 
mal clone transgênico com o gene da beta-galactosidase como marcador*. A 
partir de então, animais transgênicos de diversas espécies domésticas foram 
gerados!44%*8, Contudo, a TNCS enfrenta diversos problemas para gerar ani- 
mais vivos saudáveis, independentemente de modificação gênica. À técnica é 
caracterizada por uma grande incidência de abortos, hidropsias (acumulação 
anormal de fluido nas cavidades naturais do corpo) e morte nos primeiros 
meses de vida, gerando uma perda de até 99% dos embriões gerados*”*!. Sus- 
peita-se de que boa parte das perdas deva-se a falhas na reprogramação do 
genoma das células somáticas*>**, cujo padrão de expressão deve ser reprogra- 
mado para uma célula embrionária. Essas perdas causam um problema: apesar 
de a transferência nuclear com células somáticas modificadas geneticamente 
garantirem que o animal nascido será transgênico, é difícil produzir muitos 
animais saudáveis devido à grande incidência de perdas. 

Vetores retrovirais também têm sido usados para gerar animais domésti- 
cos geneticamente modificados, aproveitando a habilidade desses vírus em se 
integrar ao genoma hospedeiro. Em 1998, Chan e colaboradores injetaram 
vetores retrovirais defectivos no espaço perivitelino de oócitos maturados de 
bovinos e, após a fecundação, conseguiram gerar embriões e animais nasci- 
dos saudáveis”. Antes disso, vetores retrovirais já haviam sido usados para 
gerar camundongos**. Porém, um dos problemas com vetores retrovirais é 
o silenciamento, reprimindo a expressão do transgene”, e a incapacidade 
de transduzir células em quiescência*, o que limita seu uso para a geração de 
animais geneticamente modificados. Para resolver esses problemas, vetores 
lentivirais foram desenvolvidos a partir de retrovírus mais complexos, como 
o vírus da imunodeficiência humana-1 (HIV-1). Em 2002, um estudo relatou 
que o uso de vetores lentivirais em embriões de camundongos permitiu a 
transferência de genes sem causar o seu silenciamento nos animais nascidos”. 
Nos anos seguintes, o mesmo grupo relatou altas taxas de produção de suí- 
nos e bovinos geneticamente modificados para a proteína verde fluorescente 
(green fluorescent protein — GFP) usando tais vetores*”»*!. O avanço científico 
permitiu o aprimoramento dos vetores lentivirais, como a autoinativação de 


Animais Domésticos como Biorreatores: Produção e Usos 615 


promotor viral, deleção de genes associados com infecção e menores chances 
de gerar vírus competentes por recombinação e ativação de oncogenes*?, tor- 
nando-os mais seguros para aplicações em animais”. À eficiência dos vetores 
lentivirais em gerar animais domésticos geneticamente modificados fica clara 
na carta de Simon Lillico e colaboradores do Roslin Institute do Reino Unido, 
o mesmo instituto que produziu Dolly, quando afirmam que em uma única 
estação (2008/2009) produziram 32 animais fundadores para seis transgenes, 
uma quantidade maior do que a soma de todos os 25 anos de pesquisa da 
instituição**. Tal eficiência aponta para os vetores lentivirais entre os proce- 
dimentos preferidos para a geração de animais biorreatores. 


14.3 APLICAÇÕES DE ANIMAIS BIORREATORES 


Em princípio, animais biorreatores podem produzir proteínas recombi- 
nantes com aplicação semelhante àquelas produzidas por células mantidas 
em biorreatores de cultivo. Animais biorreatores têm sido considerados de 
grande potencial para a produção de proteínas recombinantes em escala a 
menores custos do que os disponíveis atualmente***, mas ainda de forma 
controversa, uma vez que os custos reais que envolvem a produção do animal 
geneticamente modificado, a espera para o animal alcançar a maturidade, a 
obtenção e purificação da proteína são estimativas e irão competir com uma 
capacidade já instalada de biorreatores de cultivo celular. Contudo, algumas 
situações podem favorecer o uso de animais biorreatores. O aumento da 
demanda de proteínas recombinantes tem sido constante e pode ultrapassar 
a capacidade atual de produção!”, criando a necessidade de novos sistemas 
para produção em larga escala. Além disso, muitos biofármacos deverão 
perder a proteção de patentes por volta de 2016? e, assim, abrir um maior 
espaço para animais biorreatores. 

Proteínas mais complexas podem ter sua síntese mais favorecida em ani- 
mais do que em cultivo celular, possibilitando alguns nichos específicos para 
animais biorreatores, como é o caso da antitrombina, de expressão difícil 
em células em cultivo, mas com produção eficiente em leite de cabras gene- 
ticamente modificadas”. Esta proteína é um anticoagulante e é a primeira 
droga recombinante originada de um ruminante doméstico biorreator apro- 
vada para uso médico pelas agências reguladoras americana (Food and Drug 
Administration - FDA) e europeia (European Medicine Agency — EMA). 
Comercialmente denominada Atrynº, é indicada na prevenção de tromboem- 
bolia em pacientes com deficiência hereditária de antitrombina. À estimativa 
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é de que a companhia que a desenvolveu (antiga GTC Biotherapeutics, reno- 
meada rEVOBiologics após aquisição pela LFB Biotechonologies S.A.S.) 
possa alcançar um mercado anual de 40 a 50 milhões de dólares nos Estados 
Unidos da América**. 

A proteína recombinante inibidora da C1 esterase (nome comercial 
Ruconest!M na Europa) foi aprovada para uso farmacêutico pela agên- 
cia europeia de medicamentos em 2010 e é produzida pela Pharming 
Group". Esta é a segunda proteína recombinante produzida por animais 
biorreatores aprovada pela European Medicines Agency e é indicada para o 
tratamento de pacientes com angioedema hereditário, uma desordem gené- 
tica que leva à deficiência do inibidor de protease plasmática C1, causando 
episódios de angioedemas na pele e mucosa””. 

Animais biorreatores já foram produzidos para diversas outras proteínas 
recombinantes, e algumas se encontram em estágios de avaliação pré-clíni- 
cos. Alguns exemplos de proteínas recombinantes já secretadas por animais 
biorreatores e ainda em estudo são mostrados na Tabela 14.1. 


Tabela 14.1 Exemplos de proteínas recombinantes farmacêuticas produzidas por animais biorreatores que estão em estudo?-3348.6 








PROTEÍNAS ANIMAL 

Fibrinogênio Coelhos 

Antígeno para produção de vacina contra malária Cabras 
Alfa-1 antitripsina Cabras 
Hormônio do crescimento Vacas 

Fator VIII de coagulação Coelhos 

Fator IX de coagulação Cabras 

Fator estimulante de colônias de granulócitos humano Cabras 
Albumina Vacas 

Eritropoetina Coelhos 


Entre as proteínas recombinantes, os anticorpos têm tido a maior 

demanda? e têm diversas aplicações, desde pesquisa e diagnóstico até tera- 
3 

pias. Anticorpos monoclonais atuam em epítopo específico dos antígenos, 


* Ver <http://www.pharming.com>. 
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enquanto os policlonais possuem afinidade a diferentes epítopos. Atual- 
mente, em torno de 95% dos anticorpos monoclonais aprovados são produ- 
zidos em linhagens de células de mamíferos em cultivo in vitro, que permi- 
tem a produção de anticorpos semelhantes àqueles produzidos pelo corpo 
humano”. Porém, camundongos modificados geneticamente com sequências 
para a produção de anticorpos humanos têm sido validados como uma nova 
plataforma de produção, com a aprovação comercial de anticorpo monoclo- 
nal para tratamento de certos tipos de câncer nos Estados Unidos em 20067. 
A alta demanda por anticorpos monoclonais para combater doenças especí- 
ficas pode favorecer o uso de animais biorreatores devido à possibilidade de 
escala e processamento da proteína. Vacas e coelhos secretando anticorpos 
monoclonais na glândula mamária já foram produzidos” e demonstraram 
a viabilidade do uso de animais biorreatores para atender a demanda. De 
modo semelhante, animais biorreatores secretando anticorpos policlonais já 
foram gerados. Kuroiwa e colaboradores produziram bezerros capazes de 
secretar imunoglobulinas humanas na circulação” e, em 2009, relataram 
a geração de animais com capacidade de secreção de grandes quantidades 
de anticorpos policlonais humanos (acima de 2 g/L IgG humana) na circu- 
lação sanguínea”. Anticorpos policlonais podem ser desejados quando se 
requer a neutralização de diversos epítopos, em patógenos com diversida- 
des de cepas e/ou que sofrem rápida mutação e em pacientes em condições 
de septicemia*?. Anticorpos policlonais podem ser úteis também contra o 
bioterrorismo, em situações de terapias para contaminações provocadas por 
disseminação de agentes infecciosos responsáveis por doenças como antraz, 


botulismo, tularemia, febre hemorrágica viral, entre outras”. 


14.4 TÉCNICAS DISPONÍVEIS PARA A PRODUÇÃO DE 
ANIMAIS DOMÉSTICOS GENETICAMENTE MODIFICADOS 


A obtenção de animais domésticos transgênicos, como bovinos, capri- 
nos e ovinos, é um trabalho que depende do domínio de diversas técnicas, 
tais como: biologia molecular, cultivo celular, embriologia e biotécnicas da 
reprodução. À microinjeção pronuclear de DNA é a técnica mais comum 
para a geração de camundongos geneticamente modificados, mas com pouco 
sucesso em ruminantes. Apesar disso, este método já gerou vários animais 
transgênicos em diferentes espécies domésticas e com diversas aplicações em 
pecuária e medicina", 
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Vários métodos alternativos à microinjeção pronuclear têm sido desen- 
volvidos nos últimos anos a fim de melhorar a eficiência e reduzir os cus- 
tos da geração de animais transgênicos. Entre estes métodos, encontram-se 
os seguintes: (a) transferência gênica mediada por espermatozoides (sperm 
mediated gene transfer - SMGT)*, (b) transdução de oócitos e/ou zigotos 
por vetores retro ou lentivirais*! e (c) TNCS*. A TNCS é a técnica com 
maior adoção para geração de animais domésticos transgênicos, e sua taxa 
de sucesso típica, ou seja, animais nascidos vivos e saudáveis, é baixa, geral- 
mente apenas 1% a 3% dos embriões transferidos?*. De uma maneira geral, 
a microinjeção pronuclear e a TNCS são os métodos mais utilizados para a 
obtenção de animais transgênicos de produção (Figura 14.2). 


A B 


= 
Doadora dk ` E 
pics Leão o ` Construção de Doadora Doadora de 
8 DNA de oócito célula 


1 Cultivo a 
= 
Célula pr ã 
o Introdução do 
J transfectada DNA exégeno 
omar GS Enucleação O 


Transferência J 
para 
receptoras © Cultivo dos embriões 


Transferência 
para 
receptoras 


SA 100% transgênicos 


Figura 14.2 Métodos mais utilizados para a obtenção de animais transgênicos de produção: (A) microinjeção pronuclear de DNA em 


| E Transferência nuclear 


< 10% transgênicos 


zigotos e (B) transferência nuclear de células somáticas (TNCS). 


A seguir, são apresentados com um pouco mais de detalhes os métodos 
utilizados com sucesso em diferentes espécies domésticas para a obten- 
ção de animais transgênicos. A TNCS será abordada mais adiante, com deta- 
lhes de procedimentos, em parte posterior deste capítulo. 
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14.4.1 Microinjeção pronuclear de DNA 


Esta técnica envolve a injeção direta de uma construção de DNA exógeno 
em um dos pronúcleos de embriões recém-fecundados, seguido da transfe- 
rência para o oviduto de fêmeas receptoras previamente preparadas. Assim, 
a transferência de genes por este método já foi descrita em muitas espé- 
cies domésticas, como: leporinos (lebres), suínos, ovinos, caprinos e bovi- 
nos?»777?, As principais características deste método são a visualização do 
pronúcleo (Figura 14.3) por um operador qualificado e uso de sequências 
de DNA com algumas centenas de quilobases (kb). No entanto, a técnica 
possui uma baixa eficiência na produção de transgênicos fundadores, com a 
integração aleatória do transgene e formação de mosaicismo??8º, 





Figura 14.3 Sequência da microinjeção de DNA em pronúcleo de zigoto caprino: (A) O embrião é apreendido pela micropipeta holding 
(ù esquerda do zigoto), enquanto a microagulha de injeção se aproxima (ù direita do zigoto), (B) microinjeção em um dos pronúcleos 
e (C) a pipeta de microinjeção é afastada. Fotomicrografias realizadas no Laboratório de Fisiologia e Controle da Reprodução pela dra. 
Lyudmila Andreeva. 


14.4.2 Vetores retrovirais 


Este método utiliza a capacidade do retrovírus de realizar a integração 
estável de seu material genético nos cromossomos das células transduzidas. 
As principais características são a sua eficácia e simplicidade para a integra- 
ção de uma cópia. Porém, uma vez que a transdução retroviral não ocorre 
na fase de zigoto, os animais resultantes são mosaicos, ou seja, nem todas 
as suas células possuem o transgene, e ainda pode ocorrer o silenciamento 
do transgene. Além disso, somente sequências de DNA menores do que 8 
kb podem ser integradas e, portanto, em geral, apenas construções de DNA 
complementar (CDNA) podem ser usadas. Para superar as limitações do 
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uso de vetores retrovirais para transduzir células que não estão em divisão, 
vetores alternativos foram desenvolvidos, a exemplo dos adenovírus*! e len- 
tivírus”. Devido à sua capacidade de transduzir um largo espectro de célu- 
las hospedeiras, alcançando o núcleo em diferentes fases do ciclo celular*?, 
o uso de vetores lentivirais tem sido adotado para a obtenção de animais 
domésticos transgênicos em diversas espécies, como bovinos, ovinos e suí- 
nos*! **. Os vetores lentivirais carreando o gene de interesse são microinjeta- 
dos no espaço perivitelino, sob a zona pelúcida, de um oócito maturado ou 
recém-fertilizado, de onde são capazes de penetrar na membrana plasmática 
e entregar o material genético às células. Apesar das vantagens na utiliza- 
ção desses vetores, esta abordagem tem limitação do tamanho do genoma 
lentiviral em torno de 8 kb%, não muito maior do que os vetores retrovirais 
convencionais. 


14.4.3 Transferência de genes mediada 
por espermatozoides (SMGT) 


Com a demonstração de que espermatozoides podem carrear DNA exó- 
geno para dentro de um oócito durante a fertilização, foi desenvolvida a 
técnica de SMGT*?. No entanto, uma grande variação na eficiência desta téc- 
nica tem sido observada entre as espécies de produção?!*, Uma taxa de trans- 
ferência de DNA muito eficiente (até 80% da descendência) foi obtida em 
suínos”, enquanto o método teve um sucesso limitado na produção de bovi- 
nos transgênicos”. A injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) 
pode também ser utilizada para a SMGT. Porém, a maioria dos embriões de 
animais domésticos não se desenvolve adequadamente após ICSI. Uma etapa 
adicional no protocolo, a ativação química haploide, permitiu a utilização de 
transferência de genes mediada por ICSI e gerou em embriões pré-implanta- 
cionais transgênicos ovinos, suínos, felinos, equinos e bovinos**. 


14.4.4 Novas tecnologias em transgênese animal 


O avanço dos estudos científicos e tecnológicos tem permitido que novas 
metodologias sejam propostas para a geração de animais geneticamente 
modificados, envolvendo diferentes áreas da ciência. A seguir, serão apre- 
sentados alguns dos métodos emergentes nesta área. 
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14.4.4.1 RNA de interferência 


O RNA de interferência (RNAi) é um mecanismo biológico conservado 
que inibe especificamente a expressão em nível de pós-transcrição de genes 
e é encontrado na maioria dos sistemas biológicos, incluindo fungos, plan- 
tas e animais. O elemento comum é RNA de cadeia dupla que provém da 
propria célula (micro RNA, ou miRNA) ou de seu exterior (pequenos RNAs 
de interferência, ou siRNA). Bovinos expressando RNAi para inibição 
pós-transcricional de beta-lactoglobulina, uma proteína alergênica do leite 
bovino, foram gerados recentemente por meio da TNCS*. Outra possibi- 
lidade é a combinação das tecnologias de siRNA e vetores lentivirais para 
silenciamento de genes associados a doenças** e que poderiam ser aplicados 
a animais de produção. 


14.4.4.2 Nucleases 


A inserção controlada de um DNA exógeno no genoma tende a ser extre- 
mamente rara em células somáticas, e várias estratégias têm sido desenvolvidas 
para melhorar sua eficiência. Em vez de esperar pelo acontecimento espontâneo 
e raro, a frequência de recombinação homóloga pode ser consideravelmente 
aumentada com a introdução de uma quebra na fita dupla de DNA no local 
desejado. Enzimas endonucleolíticas, altamente específicas, têm sido desenvol- 
vidas para alcançar este objetivo. À enzima Fokl, uma endonuclease, é asso- 
ciada a proteínas com domínio específico à sequência-alvo do DNA”, criando 
moléculas híbridas que podem ser usadas para clivar uma sequência específica 
do genoma e, assim, causar o silenciamento do gene ou permitir a introdu- 
ção de uma modificação gênica por recombinação homóloga***º. Nucleases 
dedos de zinco (zinc-finger nucleases — ZFNs) e nucleases efetoras tipo ativador 
de transcrição (transcription activator-like effector nucleases — Talens) têm sido 
as moléculas híbridas utilizadas para modificar geneticamente o genoma de 
ratos, camundongos*?”! e, mais recentemente, de suinos e bovinos”. 


14.4.4.3 Transposons 
Transposons são sequências de DNA móveis que podem se autorrepli- 


car em um determinado genoma e estão sendo utilizados como importante 
ferramenta para transgênese em moscas, peixes, sapos, camundongos e 
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ratos. Muitas das desvantagens dos métodos clássicos para obtenção de ani- 
mais transgênicos podem ser superadas pela transferência de genes mediada 
por transposição, o que aumenta a eficiência da integração cromossômica e 
facilita a inserção de uma única cópia, mas a principal vantagem da trans- 
gênese mediada por transposons é que a integração do DNA exógeno é 
direcionada para as regiões eucromáticas acessíveis, nas quais o silencia- 
mento do transgene é evitado. O uso de transposons combinado com a 
TNCS” já permitiu a obtenção de animais nascidos. 


14.4.4.4 Nanoparticulas 


Nanoparticulas podem ser uma alternativa para carrear genes para den- 
tro de uma célula. Nanotubos de carbono são nanopartículas capazes de 
carrear vetores plasmidias e RNAi para dentro das células, promovendo 
uma expressão ou silenciamento gênico”*?*. Nanopolímeros, associados à 
SMGrT, foram capazes de transfectar oócitos durante a fertilização in vitro 
em bovinos”. Estudos com nanopartículas para geração de animais domés- 
ticos geneticamente modificados são ainda iniciais, mas abrem uma nova 
possibilidade na geração de biorreatores. 


14.5 PROCEDIMENTO DE TRANSFERÊNCIA NUCLEAR 
COM CELULAS SOMATICAS (TNCS) PARA A PRODUÇÃO 
DE BOVINOS GENETICAMENTE MODIFICADOS 


A TNCS, ou clonagem, é o método desenvolvido para a geração de clo- 
nes de animais a partir de células diferenciadas**. Desde sua descrição, a 
TNCS vem sendo usada para gerar embriões a partir de células genetica- 
mente modificadas durante o cultivo in vitro, produzindo ao final um ani- 
mal clone transgênico. Apesar das dificuldades em gerar eficientemente um 
animal sadio, esse método ainda tem sido o mais utilizado. 

Basicamente, esse método consiste em enuclear um oócito maturado 
(oócito receptor), removendo totalmente seu material genético, e intro- 
duzir um novo genoma por meio da eletrofusão da membrana plasmática 
do oócito com a de uma célula somática que está doando o novo genoma 
(célula doadora). Na transgenia para a produção de um animal biorreator, 
as células somáticas são transfectadas para receberem o gene (transgene) 
da proteína de interesse, quando ainda estão em cultivo in vitro e, depois 
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de selecionadas, tais células são usadas como doadoras de núcleos (Figura 
14.4). Neste capítulo será descrito um procedimento da TNCS para gerar 
bovinos clones, geneticamente modificados ou não. Deve-se ter em mente 
que existem muitas variações e adaptações disponíveis na literatura que não 
estão citadas no procedimento abaixo, mas que podem ser avaliadas ao se 
estabelecer uma rotina de produção de embriões clones em um laboratório. 
Soluções bases mais comumente utilizadas na TNCS são: 

e os meios de maturação in vitro: meio de cultivo de tecido 199 (TCM 
199) enriquecido com hormônios, fatores de crescimento e soro fetal 
bovino”; 

e o meio de cultivo embrionário: meio Charles Rosenkrans 1 enrique- 
cido com aminoácidos (CR1aa) ou fluido sintético do oviduto enri- 
quecido com aminoácidos (SOFaa)º>!9º; e 

e a solução tamponada: meio de Tyrode com albumina, lactato de sódio 
e piruvato tamponado com HEPES (TALP HEPES)” ou meio de Dul- 
becco tamponado com fosfato (DPBS). 


14.5.1 Preparo das células doadoras 


Diversos tipos de células somáticas podem ser usadas como doadoras de 
núcleos e podem ser obtidas de fetos, animais jovens ou adultos. As células 
são mantidas in vitro em meio de cultivo por diversas passagens, quando 
então podem ser transfectadas com a construção contendo o gene de inte- 
resse e um gene repórter que será usado para selecionar as células genetica- 
mente modificadas. Para a TCNS, a célula deve estar preferencialmente em 
quiescência (estágio G0 do ciclo celular), o que pode ser alcançado com a 
privação do soro, isto é, o cultivo das células com 0,5% de soro fetal bovino 
(SFB) por dois a cinco dias, ou permitindo que o cultivo celular atinja mais 
de 80% de confluência, ambos antes do uso na TCNS. Alternativamente, 
podem ser usados agentes químicos que induzam a quiescência, como a ros- 
covitina (um inibidor seletivo reversível e permeável à célula das cinases 
dependentes de ciclinas 1,2 e 5 — cyclin-dependent kinases, CDK1 (cdc2), 
CDK2 e CDKS)!º!. Para o uso na TCNS as células são destacadas do fundo 
da placa de cultivo com solução a 0,25% a 0,5% de tripsina por dois a 
cinco minutos, em temperatura de 37 °C. Após se destacarem, a tripsina é 
inativada com meio de cultivo com 10% de SFB e as células são lavadas por 
centrifugação em meio de cultivo de duas a três vezes, antes de seguirem 
para a reconstrução do novo embrião. 
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Figura 14.4 Esquema mostrando a transfecção dos células somáticas com um transgene e posterior introdução no espaço perivitelino 
de um oócito enucleado para se produzir um embrião clone transgênico. 


14.5.2 Preparo do oócito (citoplasma) receptor 


Os oócitos receptores são produzidos por meio do cultivo de oócitos 
imaturos em meio de maturação. Oócitos imaturos envoltos por células do 
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cumulus são aspirados de folículos ovarianos e são cultivados por 18 a 22 
horas em incubadoras com 38,5 ºC, 5% CO, em ar atmosférico e umidade, 
até alcançarem a metáfase II da meiose, quando então possuem o primeiro 
corpúsculo polar (CP) visível no espaço perivitelino, entre a membrana do 
oócito e a zona pelúcida. As células cumulus que estão em volta do oócito têm 
papel fundamental no controle do crescimento oocitário, maturação, fertiliza- 
ção e habilidade de suportar a embriogênese. Elas mantêm o metabolismo em 
cooperação com os oócitos, interação crucial para a regulação da maturação 
oocitária e remodelamento da cromatina em oócitos bovinos e para a total 
competência de suportar a embriogênese. Para a visualização do CP e poste- 
rior manipulação do oócito, é necessário remover as células do cumulus que 
estão em volta do gameta. Isto é feito expondo os oócitos com as células do 
cumulus a uma solução tamponada contendo 0,5% a 1,0% de hialuronidase 
dentro de um tubo cônico e levando a amostra ao agitador de tubo por cinco 
a seis minutos. Após a agitação, os oócitos são recuperados pela visualização 
em um microscópio estereoscópio (lupa), e aqueles com CP são selecionados 
para a enucleação. Os que não tiverem CP visível podem retornar ao cultivo 
da maturação para uma nova avaliação da extrusão do CP. 


14.5.3 Enucleação 


A enucleação dos oócitos, assim como a reconstrução de um novo embrião 
com as células doadoras, é um procedimento realizado em microscópio inver- 
tido com epifluorescência, montado com sistema de micromanipulação que 
permita manobrar o oócito e as células por meio de micromanipuladores ou 
joysticks. Antes da enucleação, os oócitos com CP são expostos por quinze a 
vinte minutos a 37 °C a uma solução tamponada contendo Hoeschst 33342 
(5 pg/mL) e citocalasina B (7,5 pg/mL) para coloração do núcleo e para rela- 
xar a contração de microfilamentos, respectivamente, evitando assim danos 
ao citoplasma durante a micromanipulação. Em seguida são lavados e man- 
tidos em solução tamponada. 

Para a enucleação, os oócitos com CP são mantidos em microgotas (15 
pL a 30 pL) de solução tamponada e cobertas com óleo mineral em uma 
placa de Petri estéril. Usando os braços direito e esquerdo do micromanipu- 
lador, o oócito é posicionado de forma que o CP torne-se visível, geralmente 
na posição entre 2 e 4 horas. À posição do CP é usada como guia para orien- 
tar a localização da placa metafásica do oócito maturado. Em geral, a placa 
metafásica está próxima do CP; assim, ao se remover o CP e o citoplasma 
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adjacente remove-se também a placa metafásica. À enucleação é feita segu- 
rando o oócito pelo lado oposto de onde se encontra o CP com uma micro- 
pipeta (holding) com diâmetro interno de 20 a 30 micras e externo de 70 a 
100 micras. Com uma microagulha com diâmetro interno de 20 a 25 micras 
e externo de 30 a 35 micras e com bisel de 35 a 45 graus de ângulo é feita a 
penetração na zona pelúcida e a aspiração do CP e do citoplasma adjacente, 
onde se deve encontrar a placa metafásica. A certificação da remoção da 
placa metafásica é feita pela exposição do material aspirado, ainda dentro 
da microagulha, à luz ultravioleta e com o filtro adequado no microscópio 
invertido com epifluorescência. Por estar corada com Hoeschst 33342, a 
placa metafásica emite fluorescência, confirmando a enucleação do oócito. 
Após a enucleação, os oócitos retornam ao meio de cultivo usado para a 
maturação in vitro a fim de se recuperarem por 30 a 60 minutos, antes de 
seguirem para a reconstrução do novo embrião. 


14.5.4 Reconstrução, eletrofusão e ativação do embrião 


Os oócitos enucleados e as células somáticas em quiescência são transfe- 
ridos para microgotas de solução tamponada cobertas com óleo mineral em 
placas de Petri. O oócito enucleado é segurado firmemente com a micropi- 
peta holding, enquanto a mesma microagulha usada na enucleação seleciona 
uma ou mais células doadoras, de preferência com aspecto redondo e bordas 
bem delimitadas. A microagulha é inserida pela zona pelúcida e uma célula 
doadora é deixada no espaço perivitelino, assegurando-se que tenha con- 
tato com a membrana plasmática do oócito. Após a ação em um conjunto 
de oócitos, a dupla oócito enucleado: célula doadora é transferida para a 
solução de eletrofusão, constituída de 0,26 M a 0,3 M de manitol e 0,1 mM 
de sulfato de magnésio (MgSO,) em água ultrapura, onde são lavados duas 
ou três vezes. Em seguida, são transferidos para a placa de eletrofusão con- 
tendo dois eletrodos com espaço de 0,5 mm entre eles e o mesmo meio de 
eletrofusão. A dupla é posicionada entre os eletrodos, de modo que o oócito 
enucleado e a célula doadora fiquem perpendiculares aos eletrodos (Figura 
14.5). Após o posicionamento, dois a três micropulsos elétricos (DC) de 2,0 
KV/cm a 2,5 KV/cm de duração entre 40 a 80 microssegundos são liberados 
para induzir a eletrofusão das membranas plasmáticas e, assim, introduzir o 
núcleo da célula no citoplasma do oócito enucleado. Após a fusão, a dupla 
oócito:célula é lavada em meio de cultivo embrionário e cultivada por uma a 
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duas horas antes de seguirem para a ativação. Somente as duplas fusionadas 
após uma a duas horas serão submetidas à ativação. 

À ativação é feita por quatro a cinco minutos em meio embrionário con- 
tendo 5 pM de ionomicina de cálcio dentro de incubadora a 38,5 ºC, com 
5% CO, em ar atmosférico e umidade. Após a ativação, os zigotos recons- 
truídos são lavados em meio embrionário e transferidos para novo meio 
contendo 2 pM de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP), onde serão cultivados 
por quatro horas a fim de evitar a extrusão de material nuclear introduzido 
no citoplasma do oócito receptor. Outros agentes também podem ser usados 
para a mesma função, como cicloheximida (inibidor da síntese proteica em 
eucariotas, produzida pela bactéria Streptomyces griseus, apresenta efeito 
inibitório da síntese de proteínas porque interfere com o passo de translo- 
cação -— deslocação de duas moléculas de tRNA e do mRNA em relação ao 
ribossoma -, interferindo com a fase de elongação na tradução)!?. Ao final, 
os zigotos reconstruídos são lavados duas ou três vezes e transferidos para 
o meio de cultivo embrionário. 





Figura 14.5 Foto de oócito com célula somática no espaço perivitelino na posição 12 horas, orientadas perpendicularmente aos eletro- 
dos (faixas escuras acima e abaixo na horizontal). 
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14.5.5 Cultivo embrionário 


Os zigotos reconstruídos são cultivados por sete a oito dias em meio de 
cultivo embrionário dentro de incubadoras a 38,5 “C e umidade com pro- 
porção de gases 5% CO,, 5% O, e 90% N,. Alternativamente, podem ser 
cultivados em incubadoras com somente 5% CO, em ar atmosférico, na 
mesma temperatura e umidade. No segundo ou terceiro dia após a ativação, 
avalia-se as primeiras divisões celulares (clivagem) e, no sétimo ou oitavo 
dia, a produção de blastocistos. Se os embriões foram reconstruídos com um 
gene repórter fluorescente, será possível avaliar a fluorescência expondo os 
embriões rapidamente à luz UV em um microscópio invertido com epifluo- 
rescência, certificando-se da expressão do gene repórter (Figura 14.6). Os 
blastocistos gerados e com a expressão do gene repórter podem ser então 
transferidos para o útero de uma receptora no sétimo ou oitavo dia do 
ciclo estral. O ciclo estral, derivado do latim oestrus, consiste nas mudanças 
fisiológicas recorrentes induzidas pelos hormônios reprodutivos na maioria 
das espécies de mamíferos placentários. Em comparação, os seres humanos 
passam por um ciclo menstrual. Ciclos estrais começam depois da puber- 
dade em fêmeas sexualmente maduras. Aos 25 dias pode ser feito o primeiro 
exame ultrassonográfico para diagnosticar a gestação. 





Figura 14.6 Fotos de um blastocisto clone bovino expressando a proteína verde fluorescente (GFP) do gene repórter antes (esquerda) 


e após (direita) a exposição à luz UV em microscópio invertido. 
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14.6 CONCLUSÕES 


Animais domésticos biorreatores são uma alternativa para a produção de 
proteínas recombinantes, com dois produtos já disponíveis comercialmente. 
Diferentes espécies podem ser usadas, tais como coelhos, cabras, ovelhas e 
vacas, sendo que a principal via de secreção é a glândula mamária. Rumi- 
nantes, pela maior capacidade de produção de leite, têm sido as espécies com 
maior potencial para a produção em escala de proteínas recombinantes. 


14.7 PERSPECTIVAS FUTURAS 


O aumento da demanda por proteínas recombinantes, a queda de diversas 
patentes de bioprodutos e a aprovação recente pelas agências reguladoras 
americanas e europeias de produtos farmacêuticos recombinantes gerados 
por animais domésticos transgênicos devem estimular o uso desses animais 
como biorreatores. À melhoria dos procedimentos existentes e o surgimento 
de novas e mais eficientes alternativas para a geração de embriões e animais 
geneticamente modificados de médio e grande porte devem contribuir para 
a formação de rebanhos que produzam proteínas recombinantes em larga 
escala a custos menores, favorecendo o acesso da sociedade aos biofármacos. 
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15.1 INTRODUÇÃO 


Desde a década de 1980, pesquisadores vêm utilizando a tecnologia de 
DNA recombinante e estudos de controle da expressão gênica, no intuito de 
direcionar sistemas heterólogos para a produção de proteínas de interesse. 
Estudos sobre promotores virais e a possibilidade de cloná-los, visando ao 
aumento da expressão de proteínas heterólogas, permitiu uma abertura no 
campo da produção de proteínas recombinantes!. Desde então, diversos 
organismos — de bactérias a plantas superiores — têm sido estudados com 
o objetivo de se entender suas propriedades genômicas específicas e sua 
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maquinaria celular para melhor aproveitamento de seu perfil de expressão 
para cada proteína de interesse. Assim, devido ao vasto conhecimento de 
suas características genéticas e em biologia molecular, a bactéria Escherichia 
coli foi, inicialmente, o organismo mais utilizado como célula hospedeira 
para a expressão proteica. Essa bactéria também foi o primeiro organismo 
utilizado para escalonamento da expressão de proteínas em sistema hete- 
rólogo?*. Todavia, a aplicação deste sistema para determinadas proteínas 
eucarióticas é problemática, já que esse organismo não apresenta ferramen- 
tas complexas para processos pós-traducionais, nem uma via que permita 
o transporte e secreção de proteínas da célula para o meio extracelular. 
Portanto, com o objetivo de se obter proteínas que necessitam de proces- 
sos de enovelamento e modificações pós-traducionais específicas, estudos 
com outros sistemas e linhagens celulares foram realizados. Assim, o uso 
de diferentes organismos, tais como leveduras, células de mamíferos e, pos- 
teriormente, plantas”!º, trouxe alternativas para a produção de proteínas 
recombinantes eucarióticas em larga escala, permitindo a expressão de 
macromoléculas com enovelamento correto e apresentando modificações 
complexas, incluindo o alto conteúdo de ligações dissulfeto, glicosilações e 
padrões de fosforilação. 

Durante as últimas três décadas, a produção de proteínas e peptídeos 
em sistemas heterólogos tem sido objeto de intensos estudos, que permiti- 
ram grandes avanços na área. No entanto, esses progressos têm produzido 
pouco em termos de uma nova escolha de um organismo hospedeiro para 
expressão proteica, que permanecem basicamente os mesmos desde a década 
de 1980. A grande mudança ocorrida foi o aumento na concentração de 
proteína produzida, que se elevou exponencialmente devido à introdução de 
biorreatores no mercado!!'2, Outra alternativa observada foi a modificação 
no conteúdo de meios de cultura e a aplicação de diferentes estratégias de 
alimentação de células/tecidos, os quais permitem uma produção constitu- 
tiva de proteínas recombinantes por longos períodos, com a manutenção da 
saúde e o vigor das células. 

Estudos recentes evidenciaram o uso de biorreatores como o processo 
de melhor custo-eficiência na produção de grandes concentrações de pro- 
teínas recombinantes. Biorreatores podem ser aplicados para diferentes 
tipos de células e organismos!2!º, especialmente para produtos biofarma- 
cêuticos!!»171º os quais são de grande interesse para a indústria e saúde 
pública. Nesse contexto, plantas inferiores e superiores ocupam a primeira 
posição de preferência de uso, principalmente para a produção de proteínas 
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Portanto, este capítulo faz uma revisão dos sistemas de plantas utilizados 
na expressão de proteínas heterólogas, suas principais utilizações, vantagens 
e desvantagens. O uso de biorreatores como nova ferramenta na produção 
em larga escala de proteínas será também discutido. 


15.2 HISTÓRICO 


A primeira demonstração de cultivo de células de plantas num sistema 
artificial foi realizada por Haberlandt em 1902 e publicada no trabalho inti- 
tulado Attempts of cultivation with isolated plant cells. Investigações pos- 
teriores sedimentaram o desenvolvimento do cultivo de plantas in vitro, 
as quais envolviam o estabelecimento de temperatura, aeração e condições 
de agitação, soluções e nutrientes para meios de cultura. Assim, a primeira 
patente em cultivo de tecidos de plantas foi dada a Routien e Nickell (1956), 
em associação com a Pfizer and Co. Inc. (Nova York, EUA). Com os avanços 
no uso da engenharia genética e biotecnologia vegetal, além da demonstração 
da aplicação da bactéria Agrobacterium tumefaciens, em 198322, para a 
transferência de genes em outros organismos, foi observado um substancial 
aumento de sistemas de cultura de células de planta em atividade. Conse- 
quentemente, novas estratégias para cultivo de células foram sendo introduzi- 
das para a produção de diferentes compostos em larga escala, tais como pro- 
teínas recombinantes, metabólitos derivados de plantas e polissacarídeos?. 
O desenvolvimento de biorreatores permitiu a produção em larga escala e de 
alta qualidade de moléculas relevantes para o mercado farmacêutico”. 

Atualmente, é possível induzir culturas de calos de um grande número 
de variedades de plantas, especialmente as dicotiledônias. Um exemplo é a 
coleção de micro-organismos e culturas de células na Alemanha, que possui 
cerca de 700 linhagens de células de plantas de oitenta espécies diferentes 
em estoque”. Nesse contexto, uma metodologia interessante para a produção 
biotecnológica de moléculas é a transferência de processos biossintéticos de 
frascos para biorreatores. Apesar dessa transferência ser capaz de preservar 
o potencial biossintético das culturas de células de plantas, esta poderá ser 
dependente de diversos fatores inter-relacionados, tais como o método de 
cultivo e características fisiológicas da planta. 

Para que a expressão possa ser controlada de forma ótima em sistemas em 
que não há a adição de indutores de expressão proteica, todos os sistemas 


* Ver <www.dsmz.de>. 
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existentes dependem da expressão dirigida por um promotor constitutivo 
modificado. No entanto, até o momento, todos os promotores, já descritos, 
ainda não são capazes de manter altos níveis de indução da expressão pro- 
teica, mesmos os induzíveis?. 

Dessa forma, uma das metodologias mais aplicadas no desenvolvimento 
de plantas transgênicas é a utilização de vetores de expressão baseados em 
vírus. Esses vetores permitem maior rapidez na expressão, bem como maior 
capacidade de elevar os níveis de produção proteica em toda a planta”. 
Atualmente, existem diversos vírus usados como vetores de expressão, 
porém, vetores baseados no vírus do mosaico do tabaco (tobacco mosaic 
virus — TMV) vêm sendo os que permitem maior rendimento de expressão de 
proteínas em plantas?!??, Esse vetor tem sido aplicado na expressão de diver- 
sas proteínas em plantas, incluindo anticorpos”, fragmentos de anticorpos**, 
moléculas alergênicas?** e candidatos a vacinas”. 

Dentre as técnicas existentes para a transformação de plantas está a 
utilização da bactéria A. tumefasciens e o bombardeamento de partícu- 
las contendo o DNA de interesse”. Esta última, também conhecida como 
biobalística, envolve o revestimento de partículas de ouro ou tungstênico, 
as quais são posteriormente bombardeadas em células ou calos de plantas*º. 
Essa metodologia pode ser utilizada para introduzir o DNA de interesse 
tanto no genoma nuclear da planta quanto no genoma de cloroplastos”. A 
vantagem em relação ao método por A. tumefasciens é a ausência de vetores 
necessários para a transformação. 

No entanto, a técnica da A. tumefasciens é a mais escolhida na produção 
de proteínas com potencial farmacêutico, devido à sua maior capacidade de 
manter quantidades relevantes de biomassa, além de causar danos meno- 
res aos tecidos da planta”. Nos últimos vinte anos, diversas técnicas têm 
sido desenvolvidas com o objetivo de se otimizar a expressão transiente de 
proteínas em plantas?!. Recentemente, o surgimento da metodologia denomi- 
nada “agroinfiltração” tem chamado a atenção por sua facilidade de mani- 
pulação, custo-benefício e eficiência*?. Há duas vertentes dessa nova técnica: 
a agroinfiltração a vácuo e por meio do uso de seringa (Figura 15.1). A pri- 
meira demonstrou ser mais eficiente para escalonamento de proteínas com 
potencial farmacêutico e aplicação industrial. Este método também mostrou 
ser mais eficaz na agroinfiltração de plantas para as quais a seringa não 
havia funcionado, tais como alface e Arabidopsis***”. Ja a técnica de agroin- 
filtração por seringa é mais simples e de menor custo, quando comparada 
à técnica a vácuo. Além disso, a agroinfiltração por seringa permite uma 
maior flexibilidade de infiltração, uma vez que é possível adicionar um único 
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gene-alvo ou múltiplos genes-alvos numa mesma localização da planta“. 


Recentemente, a combinação das duas técnicas mostrou unir as vantagens da 
agroinfiltração por seringa e a vácuo, garantindo a simplicidade, eficiência 
e robustez da metodologia na expressão proteica*”. 








Figura 15.1 Métodos de agroinfilração: A) utilizando seringa; B) pelo método a vácuo. 


Diversos são os sistemas de expressão que garantem a produção de gran- 
des quantidades de proteínas. Todavia, cada um desses sistemas pode pro- 
porcionar somente parte das soluções necessárias para se obter um sistema 
de expressão em escala industrial. Estudos anteriores relataram que transge- 
nes nucleares em sementes eram capazes de produzir até 10 g de proteínas 
recombinantes por quilo de sementes**. Contudo, nesse caso, o rendimento 
é relativamente baixo, quando comparado à biomassa verde das plantas, 
a qual é muito maior do que a de sementes colhidas. Nesse contexto, uma 
alternativa em plantas é a expressão de proteínas em cloroplastos, o que 
pode aumentar até 50% na concentração de material solúvel final”. 

Outro fator limitante dentro dos sistemas de plantas é o fato de que 
algumas proteínas sintetizadas nos plastídeos poderiam não ser glicosiladas, 
impedindo sua aplicação e utilidade, principalmente no caso de biofármacos. 
Assim, devido a sua complexidade, proteínas recombinantes utilizadas como 
biofármacos — na sua maioria moléculas humanas — são geralmente produ- 
zidas em células de mamiíferos?!º!, Esse sistema permite que os processos 
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pós-traducionais de glicosilação ocorram de forma semelhante ao que acon- 
tece no organismo humano*>*. Entretanto, os sistemas de expressão em 
plantas também podem ser considerados métodos alternativos de produção 
de glicoproteínas recombinantes**. Da mesma forma que outros organis- 
mos eucariontes superiores, as plantas são capazes de sintetizar complexos 
proteicos multiméricos e a maquinaria necessária para promover modifica- 
ções pós-traducionais de forma muito similar ao que ocorre em mamíferos. 
Atualmente, os sistemas de produção em plantas ainda apresentam a van- 
tagem de serem livres de agentes infecciosos humanos, o que não ocorre em 
sistemas de células de mamíferos”. Todavia, em certos casos, há ainda difi- 
culdade em se estabelecer uma espécie de planta ótima para a expressão de 
determinadas glicoproteínas humanas recombinantes. Um exemplo está na 
glicosilação pós-traducional de proteínas ligadas a asparagina. Essa carac- 
terística é encontrada na maioria das proteínas do sangue e fazem parte de 
70% das moléculas utilizadas na indústria biofarmacêutica*?. O processo 
de glicosilação pode ser essencial para manutenção da estrutura e função 
da proteína expressa, sendo que erros na adição de N-glucanas específicas 
podem ser o suficiente para inviabilizar a atividade da molécula. Apesar de 
serem altamente semelhantes, algumas N-glucanas de planta apresentaram 
caráter imunogênico, sendo potenciais alergênicos para uso humano***. 
Assim, técnicas de RNA interferente foram aplicadas a diversas espécies 
de plantas, com o intuito de minimizar a adição de possíveis glicosilações 
errôneas. Estudos de engenharia genética foram também feitos em outras 
plantas, na tentativa de se obter glicosilações mutantes que mais se aproxi- 
massem às modificações nativas em humanos. Dentre essas plantas, desta- 
cam-se o tabaco, a alfafa, a lentilha e a A. thaliana'”*º. 

Nos últimos dez anos, o musgo Physcomitrella patens foi introduzido 
como uma nova alternativa na produção de proteínas de uso biofarmacêu- 
tico devido à sua facilidade de cultivo e adaptação como biorreator!*!85!, De 
forma semelhante ao ocorrido em plantas superiores, técnicas de engenharia 
genética aplicadas ao musgo proporcionaram a remoção de glicosilações 
indesejadas e a adição de moléculas de N-glucanas similares às de humanos, 
permitindo a utilização desse sistema para expressão de qualquer proteína 
de uso terapêutico", 

Como observado na Figura 15.2, o sistema de glicosilação em musgo é 
semelhante ao de plantas superiores”. A estrutura dominante de oligossaca- 
rídeos em musgo é formada por moléculas de N-acetilglicosamina (NAcGlc) 
e manose na sua região central, com duas moléculas de galactose ligadas na 
extremidade de dois resíduos de NAcGlc. Essa estrutura também é comum 
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em plantas superiores e mamíferos. O diferencial está na presença de uma 
ligação B-1,2 entre uma molécula de xilose e uma de manose, duas ligações 
do tipo a-1,4 entre uma molécula de NAcGlc e uma de fucose, além de mais 
duas ligações B-1,3 entre uma molécula da NAcGlc e uma de galactose*. Em 
mamíferos, além da ausência de moléculas de xilose, as ligações entre NAc- 
GLc e fucose sao do tipo a-1,6 e as ligações entre NAcGlc e galactose são 
do tipo B-1,4%. Essa diferença é primordial para gerar respostas alergênicas 
em proteínas contendo esse perfil*Sº. 

Desse modo, para que sistemas de musgo fossem capazes de produzir 
moléculas biofarmacêuticas, algumas estruturas de glicosilação em P. patens 
foram modificadas”. Devido à sua alta frequência de recombinação homó- 
loga no genoma nuclear, foi possível a identificação e o isolamento de genes 
de glicosiltransferase e fucosiltransferase, responsáveis por etapas-chave na 
glicosilação”. Os genes-alvos foram inibidos, gerando novas linhagens de 
musgo capazes de produzirem glicoproteínas sem xilose e ligações a-1,3 
entre fucose e NAcGlc*!%2 (Figura 15.2). Dentre as moléculas já produzidas 
dentro deste sistema, encontram-se a eritropoietina, anticorpos IgG, fator H 
humano e o fator de crescimento endotelial humano (VEGF)*!6871, 
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Figura 15.2 Processo de glicosilação de proteínas em plantas e mamíferos. 


15.3 BIORREATORES 


Os biorreatores de plantas já são otimizados de tecnologias anteriores, 
originalmente usadas para microorganismos?”?, Recentemente, diversas 
configurações de biorreatores têm sido utilizadas, incluindo as tradicionais 


644 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


— reatores em tanque, transporte aéreo ou colunas de bolhas — e novas téc- 
nicas, que utilizam uma cascata de reatores ou uma combinação de diversos 
reatores”»7*, Além disso, com o objetivo de otimizar a produção dos com- 
postos desejados, validar os resultados e reduzir custos, novos biorreatores 
de culturas de células de planta foram desenvolvidos. Incluem-se nessa cate- 
goria os reatores life, os biorreatores de fluxo e refluxo, os biorreatores do 
tipo wave e do tipo bolha (slug bubble), os biorreatores plate inclined e os 
biorreatores undertow”*” (Figuras 15.3 e 15.4). 


A B C 





Figura 15.3 Biorreatores: (A) biorreator do tipo wave, em que o movimento de ondas ocorre pela movimentação de toda a base; (B) 
biorreator cilíndrico do tipo slug bubble. Os círculos indicam a movimentação de bolhas; e (C) biorreator do tipo undertow, em que o 
movimento de ondas no meio é feito pelo levantamento da lateral da base que sustenta as bags contendo meio de cultura e células em 
expressão proteica. 


Já os biorreatores de musgo surgiram como uma nova alternativa para 
a produção em larga escala de proteínas recombinantes, principalmente as 
utilizadas para o desenvolvimento de produtos biofarmacêuticos. O musgo 
contém um pequeno genoma de 511 Mbp, sendo mais fácil para manipula- 
ção do que sistemas de plantas superiores. Além disso, o risco de contami- 
nação com patógenos humanos e de plantas é reduzido, quando comparado 
com culturas de células de bactérias e mamíferos. 

O musgo Physcomitrella patens é a espécie mais utilizada em sistemas 
de biorreatores, nos quais as células de protoplastos são transformadas 
mediadas por polietilenoglicol (PEG). Uma vez que são fotoautotróficas, 
são capazes de crescer em meio contendo somente sais inorgânicos, sem a 
necessidade de adição de carboidratos complexos ou fontes de aminoáci- 
dos". As vantagens de P. patens em relação a outros sistemas de plantas é a 
alta taxa de recombinação em seu DNA nuclear”*787°, permitindo nocautes 
de genes específicos, o que é extremamente importante no desenvolvimento 
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Figura 15.4 Biorreator do tipo plate inclined. Setas indicam a direção e movimentação do meio líquido dentro (setas verticais) e fora 
(setas curvas) das plataformas retangulares. 


de novas linhagens celulares*?!, Outra vantagem é que musgos da espécie 
P. patens são organismos-modelos para estudos fisiológicos, por isso, seus 
estágios de crescimento já são bem conhecidos, o que permite a possibilidade 
de análises para suas condições de desenvolvimento no meio ambiente*?. Há 
também o fato de que o estágio de desenvolvimento maior dos musgos é a 
forma de gametófito haploide. Isso torna os procedimentos de glicosilação 
mais fáceis, em comparação a outras culturas de células”***. Biorreatores de 
musgo apresentam vantagem em relação a outros sistemas pela não neces- 
sidade de se utilizar codon usage, permitindo a adaptabilidade de produção 
de qualquer proteína!*. 

O cultivo de P. patens também é relativamente simples e de baixo custo. 
Cultivos in vitro de tecidos são a melhor opção para musgos e envolvem a 
germinação do esporo haploide, produzindo protonemas que se proliferam 
por meio da divisão celular apical. Assim, divisões subsequentes do proto- 
nema estimularão o desenvolvimento de brotos ou ramos/galhos, os quais se 
transformarão em gametófoto e, finalmente, na planta adulta'?. À formação 
dos órgãos sexuais pode levar à autofertilização e ao crescimento de um 
esporo encapsulado no topo do gametófoto. Esses esporos são, depois, libe- 
rados, completando o ciclo de vida do organismo? (Figura 15.5). 

O meio de cultura para musgo é feito essencialmente de água e sais inor- 
gânicos e, apesar de muitos compostos terem sido testados para o seu cres- 
cimento, não há necessidade de adição de hormônios ou complexos aditivos 
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Figura 15.5 Esquema do ciclo de vida do musgo Physcomitrella patens. 


ao meio*. A luz e o gás carbônico são as únicas fontes de energia e carbono 
necessárias. Ademais, esse organismo pode crescer sob uma grande varia- 
ção de pH e temperatura****. O cultivo de musgo em biorreatores de vidro 
já foi estabelecido e, comparado com sistemas de células animais, é mais 
facilmente adaptável ao desenvolvimento de tecnologias de processos em 
larga escala**. 

O uso de culturas de P. patens foi iniciado em biorreatores devido à 
sua capacidade de produzir diferentes compostos heterólogos, se mantido 
no estágio de protonema para isolamento de protoplastos e transformação 
em larga escala*”. O fato de o musgo ser capaz de realizar processamentos 
pós-traducionais, incluindo glicosilação e formação de pontes dissulfeto, 
fez desse sistema uma excelente ferramenta para a produção de biofárma- 
cos e outros produtos de interesse biotecnológico**. Dentre os promotores 
testados para plantas, animais, e mesmo para P. patens, foi mostrado que 
sequências upstream do homólogo de actina de musgo PpAct5 era capaz de 
causar uma forte ativação transcricional, assim como os sistemas promoto- 
res GH3 (promotor de soja contendo elementos indutores de auxina) e DRS 
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(promotor sintético de resposta a auxina, construído a partir do promotor 
GH3)º*. Além disso, os sinais de secreção são ferramentas úteis para dire- 
cionar proteínas-alvos para o espaço extracelular, especialmente quando se 
produz macromoléculas complexas modificadas. 

Estudos anteriores demonstraram que não somente sinalizações de plan- 
tas e musgos são bem interpretadas, mas a sinalização de humanos pode 
ser usada para a secreção de produtos recombinantes*??º. Portanto, o uso 
de engenharia genética e a otimização das condições de cultura permiti- 
ram avanços com sucesso no rendimento de produtos dentro de sistemas de 
musgo. O desenvolvimento de métodos para a substituição de genes-alvos e 
o uso de anticorpos melhorados que funcionam via sistemas de otimização 
de glucanos tornaram os biorreatores de musgo a melhor alternativa para a 
expressão de proteínas biofarmacêuticas. 


15.4 APLICAÇÕES TERAPÊUTICAS 


Desde a primeira descrição da produção de anticorpos em tabaco?!, as 
plantas têm se mostrado como alternativas interessantes para a reprodu- 
ção de proteínas complexas, tais como anticorpos, os quais dependem de 
diversas pontes dissulfeto para obterem a conformação apropriada à sua 
atividade ideal?!º2, Essa peculiaridade tornou as plantas uma fonte essencial 
de produção de proteínas recombinantes. Entretanto, todas as espécies de 
plantas adicionam uma molécula de B(1,2)-xilose e uma de a(1,3)-fucose a 
região N-ligada às glucanas, e esses açúcares específicos de planta podem 
apresentar alto potencial imunogênico”**. 

Há ainda poucas estratégias de glicoengenharia para contornar o pro- 
blema da adição desses açúcares alergênicos. Algumas adaptações em sis- 
temas heterólogos de plantas têm sido feitas na tentativa de diminuir esses 
fatores: (a) eliminação de sítios de glicosilação por meio de mutagênese 
sítio-específica, removendo resíduos de asparagina ou serina/treonina, os 
quais são os mais reconhecidos pela maquinaria de glicosilação no retículo 
endoplasmático. Essa metodologia é mais drástica e pode causar deforma- 
ção na estrutura da proteína e, consequentemente, problemas na atividade 
e longevidade do produto; (b) inibição das glicosiltransferases presentes no 
complexo de Golgi?»*s; (c) adição de sinais de retenção no retículo endoplas- 
mático (H/KDEL), a fim de prevenir que proteínas cheguem ao complexo de 
Golgi, onde os açúcares serão adicionados”; (d) superexpressão de glicosil- 
transferases humanas em plantas, usadas como plataformas de biofarming; e 
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(e) expressão de enzimas responsáveis pela adição do terminal B(1,4) galac- 
tose e subsequente adição de um ácido siálico nesse resíduo de galactose 
localizado na N-glucana, uma vez que o ácido siálico é essencial para biofár- 
macos intravenosos, devido à sua importância na meia-vida das proteínas**. 

Os sistemas atuais disponíveis para a produção comercial de vacinas 
recombinantes, anticorpos e proteínas para uso na fabricação de biofárma- 
cos incluem bactérias, leveduras, insetos e culturas de células de mamiífe- 
ros. Cada um desses sistemas apresenta seus benefícios particulares, mas, de 
modo geral, suas aplicações são limitadas pelos seguintes fatores: alto custo, 
segurança e ineficiência para escalonamento”. As plataformas de produção 
em plantas destacam-se por sua alta capacidade para escalonamento, custo 
-benefício e segurança. Além disso, as plantas permitem a produção de pro- 
teínas recombinantes complexas, mantendo sua conformação e atividade?!*, 

A possibilidade de se obter vacinas recombinantes em plantas e sua apli- 
cação via oral, de forma segura e simples, sempre foi um projeto desejado 
por diversos pesquisadores e cientistas. Além da facilidade de administração, 
vacinas produzidas em plantas apresentam a vantagem de escalonamento 
permitida por esse sistema, gerando um processo final alto e com baixís- 
simo custo”. Nesse contexto, uma variedade de moléculas candidatas têm 
sido produzidas em diferentes espécies de plantas, incluindo alface, batata, 
cenoura, espinafre, milho e tomate. Dentre os avanços obtidos, já há culti- 
vares transgênicos expressando vacinas contra diarreia, hepatite B e raiva na 
fase de testes clínicos I. 

Não somente vacinas para administração via oral estão sendo transfor- 
madas em plantas: moléculas desenvolvidas para uso injetável também estão 
sendo produzidas em diversas espécies de plantas. Dentre elas, destacam-se: 
a vacina VLC produzida em plantas de tabaco para utilização contra o vírus 
H1N1 pela empresa canadense Medicago Inc.!%!°'; o anticorpo Anti-CD20 
produzido em plantas da espécie Lemna minor pela empresa norte-ameri- 
cana Biolex Therapeutics Inc., com o intuito de ser utilizado para o trata- 
mento de linfomas do tipo não Hodgkin e artrite reumatoide””; e a insulina 
recombinante produzida pela empresa SemBioSys Genetics (Canadá) em cár- 
tamo para tratamento de diabetes?! (Tabela 15.1). 

Além das vacinas, outras moléculas de valor terapêutico e dietético estão 
sendo transformadas em plantas para expressão em larga escala!º?, Algumas 
destas também já se encontram em fase de testes clínicos I e II, tais como a 
lipase gástrica de caninos produzida em milho e desenvolvida pela Meristem 
Therapeutics (França), a qual tem como objetivo substituir a enzima lipase 
em pacientes com fibrose cística e pancreatite !º?. 
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A Tabela 15.1 mostra outras moléculas de valor terapêutico e dieté- 
tico produzidas em biorreatores de plantas e que se encontram em fase de 
testes clínicos. 

Apesar de ser uma tecnologia recente em relação aos sistemas de expres- 
são em bactérias, leveduras e células de mamíferos, o musgo P. patens já tem 
sido utilizado com sucesso na produção de diversas proteínas de uso terapêu- 
tico. Dentre estas, destaca-se o fator H humano, molécula de alta demanda 
no mercado biofarmacêutico, uma vez que pode ser usada no tratamento de 
diversas doenças, incluindo degeneração macular relacionada à idade (DMI), 
desordens severas nos rins e na retina, glomerulonefrite membranoprolifera- 
tiva II (GNMP II) e síndrome urêmica hemolítica (SUH)” (Tabela 15.1). Do 
mesmo modo, o peptídeo glicosilado eritropoietina (EPO), o qual apresenta 
um papel chave na regulação da maturação de eritrócitos, foi produzido na 
linhagem mutante de P. patens Delta-fuc-t Delta-xil-t”º. Além disso, estudos 
anteriores mostraram que células em suspensão do musgo P. patens já eram 
um excelente hospedeiro para expressão do fator de crescimento endotelial 
121 (rhVEGF), importante no tratamento de lesões obtidas por pacientes 
diabéticos!*. Anticorpos monoclonais do tipo IgG também já foram testa- 
dos em sistema de musgo, incluindo o anticorpo IGN311, específico para 
antígenos tumorais*”. 


Tabela 15.1 Moléculas produzidas em plantas para fins terapêuticos e dietéticos (em ordem alfabética da planta transformada) 








PLANTA E EMPRESA INSTITUIÇÃO ESTÁGIO DE o 
NOME DA MOLÉCULA TRANSFORMADA no DE PESQUISA DESENVOLVIMENTO arene 
wis na Deficiência de . . 
Fator intrínseco humano Arabidopsis thaliana «=, Cobento Biotech AS (Dinamarca) Fase 2 105 
vitamina B12 
Lisozima humana Suspensi % Diarreia infantil Academia Chinesa de Ciências - 106 
células de arroz 
pá Academia Polonesa de 
HBsAg los Hepatite B Ciências e Universidade Fase | 107-108 
Thomas Jefferson (EUA) 
Ea deplin Batata Diarreia Universidade Texas A&M (EUA) Fase 1 109 
do virus Norwalk 
Insulina Cartamo Diabetes SemBioSys Genetics (Canadá) Fase 1-2 110 
Suspensão de — Protalix BioTherapeutics (Israel) Fase 3 
Glicocerebrosidase células de cenoura 6 ch Greenovation Biotechn Pré 111-112 
Musgo ae GmbH (Alemanha) EMEA 
Proteínas do Eid Raiva Universidade Thomas Fase | 113 


vírus da raiva Jefferson (EUA) 
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PLANTA E EMPRESA/INSTITUIÇÃO ESTÁGIO DE 
NOME DA MOLÉCULA TRANSFORMADA eee DE PESQUISA DESENVOLVIMENTO REFERÊNCIA 
Linfoma do tipo 
AntiCD20 lentilha não Hodgkin, Biolex Therapeutics Inc. (EUA) Préclínica 57 
artrite reumatoides 
a Arroz Infecção Ventria Bioscience (EUA) Emo dio 114 
Milho gastrointestinal Meristem Therapeutics (França) 
Boyce Thompson Institute 
ear Batata o for Plant Research (EUA) Fase | 
LTB de Escherichia coli Miho Diarreia Escola de Medicina da Fase | 115-116 
Universidade de Maryland (EUA) 
. e 5 Fibrose cística . f E 
Lipase gástrica Milho Pino Meristem Therapeutics (França) Fase clinica 
hosing Tht Fibrose cistica 3 ` aa 
Lipase gástrica Milho Piden Meristem Therapeutics (França) Fase clínica 
; Milho Consórcio Pharma-Planta api 
Anti-HIV gp120 Tabaco HIV (Europa e África do Su) Pré-clinica 117-118 
Fator de crescimento Lesões em em 
endotelial 121 Musgo pacientes caer Pré-clinica 104 
(rhVEGF) diabéticos 
Artia nico Musgo Antitumoral Igeneon AG (Austria) 69 
IGN311 
Desordens E 4 
Fator H humano Musgo severas nos rins nda Fr n 
i (Alemanha) 
e na retina 
Fator de crescimento 
de queratinócitos É Greenovation Biotech 
humano recombinante Msg nee GmbH (Alemanha) Ng IB 
(FGF7 /KGF) 
É Greenovation Biotech ziz 
Alfa-galactosidase Musgo Doença de Fabry GmbH (Alemanha) Pré-clinica 112 
Musgo Regulação da Greenovation Biotech x 
Eritropoietina humana Suspensão de maturação de GmbH (Alemanha) sal 1] E 0 
células de tabaco eritrócitos Universidade de Kyoto (Japão) 
Doença de 
NH do vírus da doença Suspensão de f a 
tswa células de tabaco Newcastle Dow AgroSciences LLC (EUA) Aprovado pelo USDA 121 
(galináceos) 
eni Renosicão Mogen International NV (Holanda) 
Albumina humana 3 P E ý Greenovation Biotechnologie 122-123 
células de tabaco volêmica 
GmbH (Alemanha) 
Interleucina-2 e Suspensão de Câncer e Universidade do Estado 124 
Interleucina-4 células de tabaco melanoma de Washington (EUA) 
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PLANTA E EMPRESA INSTITUIÇÃO ESTÁGIO DE 
NOME DA MOLÉCULA TRANSFORMADA MOAN DE PESQUISA DESENVOLVIMENTO REFERÊNCIA 
Ricina recombinante a pen Tumores e câncer Universidade da Flórida (EUA) s 125 
células de tabaco 
Leucemia 
mieloide aguda 
Fator estimulante de Suspensão de nies ; Universidade a hi 
; pi ; recuperação de Washington (EUA) 
macrófrago-granulócito células de tabaco 5 E a : 126-127 
(NGHCSF) ‘idee de células Universidade Nacional de 
sanguíneas após Chonbuk (Coreia do Sul) 
quimioterapia e 
transplantes 
scFV antiidiopático Linfoma do tipo À 
do Tabaco no Hodgkin Large Scale Biology Corp. (EUA) Fase | 34 
VIP HSN1 influenza HA Tabaco ‘oe Meslicago Inc (Canad) Fase 101 


. E ug Fraunhofer USA Center for 
HACI influenza HIN] Tabaco Gripe suína HIN] Molecular Biotechnology (EUA) Fase | 128 





Antígeno de superfície = E . Fase 2, aprovada 
AS Tabaco Cúries dentárias Planet Biotechnology Inc. (EUA) pela UE 129 
Universidade do Estado 
Anti-œCCR5 Tabaco HIV do Arizona e Mapp Pré-clinica 33 


Biopharmaceutical Inc. (EUA) 


Atualmente, a empresa alema Greenovation Biotech GmbH vem se des- 
tacando na produção de proteínas humanas em biorreatores de musgo P. 
patens'. Recentemente, ela lançou no mercado o medicamento Briokine!M 
FGF7, composto pelo fator de crescimento de queratinócitos humano recom- 
binante (FGF7/KGF) e utilizado no tratamento de mucosite. Além dessa 
molécula, a empresa possui duas outras proteínas recombinantes na fase de 
testes pré-clínicos: a alfa-galactosidase, utilizada no tratamento da doença 
de Fabry, e a glucocerebrosidase, usada no tratamento da doença de Gaucher 
(Tabela 15.1). 


15.5 TÉCNICA PASSO A PASSO 
À técnica de expressão de proteínas em plantas é bastante extensa e 
depende de diversas variáveis, como: (a) a escolha da variedade de planta 


que será a hospedeira; (b) características da proteína a ser produzida; (c) 


* Ver <www.greenovation.com>. 
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detalhes na construção do plasmídeo (tipo de vetor, promotor, peptídeo-sinal 
etc.); (d) método de transformação e regeneração a ser escolhido; (e) estabi- 
lização da geração para produção comercial; e (f) métodos de purificação e 
caracterização da proteína recombinante. 

O organismo escolhido para demonstração da expressão de proteínas 
será o musgo P. patens. O conhecimento sobre seu potencial como plant 
biofarming é recente, porém, este vem demonstrando ser altamente produ- 
tivo na expressão de diversas proteínas, principalmente de origem humana. 
Tal como nas plantas superiores, diferentes técnicas estão sendo testadas, a 
fim de se otimizar a produção de moléculas proteicas nesse organismo. 

Uma relevante vantagem em se escolher o musgo P. patens como planta 
hospedeira na expressão de moléculas heterólogas está na simplicidade do 
meio de cultura utilizado para seu cultivo, uma vez que crescem em meios 
inorgânicos, não necessitam de hormônios ou vitaminas para seu desenvol- 
vimento e podem crescer tanto em meio sólido quanto líquido. Geralmente, 
o crescimento do musgo ocorre em meio sólido, mas a expressão da proteína 
é feita por cultivo do P. patens em meio líquido. 

Abordaremos, de maneira geral, os principais passos a serem seguidos 
para o desenvolvimento da respectiva técnica. Toda a metodologia descrita 
abaixo foi desenvolvida pela equipe de Magdalena Bezanilla, pesquisadora 
do Departamento de Biologia da Universidade de Massachusetts (Amherst, 
Estados Unidos) e apresenta algumas alterações e adaptações realizadas pela 
equipe do Laboratório de Interação Planta-Praga, da Embrapa — Recursos 
Genéticos e Biotecnologia (Brasília — DF). 


15.5.1 Passo 1 - Cultivo do musgo 


O musgo P. patens apresenta um ciclo de vida caracterizado por duas 
fases: uma haploide e uma diploide. O ciclo inicia-se com a germinação 
do esporo haploide sob condições suficientes de luz e água, resultando no 
desenvolvimento de uma estrutura celular filamentosa, denominada proto- 
nema, a qual se prolifera a partir de divisões das células apicais. A divisão 
das células subapicais dará origem a apêndices e, posteriormente, à planta 
adulta. Sob condições adequadas, o musgo adulto pode desenvolver órgãos 
sexuais e autofecundar-se. Após a fecundação, haverá a produção de esporos 
haploides, recomeçando o seu ciclo de vida!*»!3º (Figura 15.5). 

A manutenção de P. patens é feita com o cultivo em meio sólido (pla- 
cas de Petri) das formas diploides do organismo. Já a expressão proteica, 
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principalmente em biorreatores, é realizada com a forma haploide (proto- 
nema), em meio de cultura líquido. Além disso, o musgo pode ser cultivado 
para utilização imediata na transformação e expressão proteica, como pode 
ser cultivado para manutenção, a longo prazo, das cultivares selvagens, ou 
mesmo transformadas. 


15.5.1.1 Cultivo de musgo para propagação do tecido 


Antes de começar, lembre-se de realizar todo o procedimento em fluxo 
laminar, de preferência utilizando jaleco, máscaras e luvas para evitar a con- 
taminação de seu material. 

1) O meio PpNH4 (meio de cultura para crescimento de Physcomitrella 
patens contendo amônio) ou meio Knop sólidos devem ser previamente 
preparados e distribuídos em placas de Petri (Tabela 15.2). As placas 
devem ter sido preparadas há não mais do que 7 dias. 

2) Cobrir cada placa com papel celofane (previamente autoclavado). Manter 
o papel celofane bem fixado no meio de cultura. Caso necessário, usar 
uma espátula para eliminar possíveis bolhas entre o papel celofane e o 
meio sólido. 

3) Num tubo de vidro, adicionar 4 mL de água destilada. Adicionar uma ou 
mais colônias de P. patens adultas. 

4) Use um homogeneizador para triturar o tecido na água, até que esta 
fique com uma coloração esverdeada. O processo deve levar de 10 a 30 
segundos. 

5) Distribua 0,5 mL da mistura líquida em cada placa de Petri contendo 
papel celofane. 

6) Selar a placa com micropore, para evitar possível desidratação do meio. 

7) Incubar as placas em ambiente a 25 °C com condições de luminosidade 
claro/escuro de 16h/8h. 


Caso haja suspeita de contaminações por bactérias, recomenda-se ino- 
cular uma placa contendo antibiótico com 0,5 mL do material triturado e 
incubá-lo a temperatura ambiente por uma semana. 

Para autoclavar o papel celofane, empilhá-lo junto a papel almaço, alter- 
nando uma folha de papel celofane para uma folha de papel almaço. Colo- 
cá-los numa placa de Petri de vidro e vede com papel alumínio. O papel 
almaço evita que as folhas de papel celofane grudem durante a autoclava- 
gem. O papel celofane evita que o musgo enraíze-se para dentro do meio de 
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cultura, mas permite que o organismo consiga utilizar os nutrientes contidos 
no meio. 


15.5.1.2 Geração e propagação de gametóforos 
para manutenção em longo prazo 


Tanto o tecido da planta adulta quanto os protonemas utilizados para a 
cultura de rotina podem ser utilizados para geração e propagação de game- 
tóforos em longo prazo, ou seja, para estoque. A diferença do método em 
relação ao descrito anteriormente encontra-se, simplesmente, na ausência 
da adição do papel celofane às placas de Petri. Para o crescimento do orga- 
nismo ser mais lento, pode-se utilizar meio de cultura PpNO, (meio de cul- 
tura para crescimento de Physcomitrella patens contendo óxido nítrico) em 
vez de PpNH,. P. patens deve crescer nas mesmas condições de temperatura 
e luz descritas anteriormente até atingir um tamanho de cerca de 2 cm de 
raio. Depois, é aconselhável que ele seja transferido para temperaturas de 4 
°C a 6 °C, com condições luz/escuro 4h/20h. 


15.5.2 Passo 2 - Preparo dos protoplastos 


15.5.2.1 Geração de protoplastos para 
transformação e/ou expressão proteica 


Para o preparo dos protoplastos, o seguinte protocolo deve ser seguido: 

1) Utilizar de 2 a 4 placas contendo o musgo P. patens com 5 a 7 dias de 
incubação. 

2) Adicionar 15 mL de manitol a 8,5% a uma placa de Petri nova, retirar o 

musgo e colocá-lo na placa contendo o manitol. 

Adicionar 5 mL de driselase a 2%. 

Incubar a solução por 1 hora e 15 minutos sob leve agitação. 

Filtrar o musgo com filtro de 100 mm. 

Centrifugar o filtrado a 250 x g por 5 minutos. 

Lavar o pellet com 10 mL de manitol a 8,5%. 

Centrifugar a 250 x g por 7 minutos. 

Lavar o pellet novamente com 10 mL de manitol a 8,5%. 

Contar os protoplastos. 


Sea en et eS 
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À contagem de protoplastos deve ser feita da seguinte maneira: 
1) Adicionar 10 uL da solução contendo protoplastos num hemocitômetro. 
2) Contar o número de células nos quadrantes e obter o valor total de células 
por mililitro seguindo a fórmula abaixo: 
Número de células/mL = número de células contadas x 104 
número de quadrados grandes contados 


15.5.3 Passo 3 - Transformação dos protoplastos 


A inserção de um vetor contendo o gene de interesse para a expressão 
de proteínas heterólogas em sistema de musgo pode ser feita por meio de 
bombardeamento de partículas ou mediada por PEG. A descrição a seguir 
é da técnica da mediação por PEG, pela facilidade e maior disponibilidade 
de execução. 

1) Calcular o volume ideal de protoplastos para a transformação, sendo o 
ideal de 2 x 106/mL. 

2) Centrifugar os protoplastos a 250 x g por 7 minutos. 

3) Ressuspender os protoplastos em solução 3 M (4,55 g de manitol; 750 uL 
de cloreto de magnésio sexta-hidratado [MgCl,.6H,O] a 1 M; 5 mL de 
meio de cultura Murine Embryonic Stem [MES] a 1%, pH 5,6; q.s.p. 50 
mL com agua destilada). 

4) Adicionar 300 uL de protoplastos a 15 ug do DNA a ser transformado. 
Agitar bastante. 

5) Adicionar 300 mL de PEG (4 g de PEG 8000 [Sigma P-2139] em 50 mL 
de água destilada). Misturar bem. 

6) Incubar à temperatura ambiente por 10 minutos. 

7) Aquecer a 45 °C por 3 minutos. 

8) Incubar à temperatura ambiente por 10 minutos. 

9) Adicionar manitol até completar um volume de 5 mL. 

0) Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos. 

11) Centrifugar a 250 x g por 7 minutos. 

12) Ressuspender o pellet em 2 mL de meio top ágar protoplast regeneration 
medium — top layer (PRMT) (Tabela 15.2). 

13) Adicionar 1 mL da amostra de protoplastos por placa contendo meio 

protoplast regeneration — bottom layer (PRMB) (Tabela 15.2). 

14) Incubar as placas a 25 °C sob condições de luz claro/escuro 16h/8h. 
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Tabela 15.2 Meios de cultura utilizados no cultivo de Physcomitrella patens e expressão de proteínas recombinantes 


























REAGENTES MEIO PPNH4 MEIO PPNO3 MEIO KNOP MEIO PRMB TOP ÁGAR PRMT 
CaCl,-2H,0 0,5M 10 mM 
MgSO, 2mM 
MgSO,-7,0 2,1 mM 2,1 mM 2,1 mM 525 uM 
KH,PO, 2,1 mM 1,84 mM 1,84 mM 2,1 mM 525 uM 
CoNO, 6 mM 
CoNO,-4H,0 3,3 mM 3,38 mM 3,3 mM 825 uM 
FeCl, Traços 
FeSO,-7H.0 50 mg 12,5 mg 50 mg 12,5 mg 
HBO, 9,9 uM 9,9 uM 9,9 uM 2,48 uM 
CuSO,-5H,0 0,34 uM 0,34 uM 0,34 uM 85 nM 
MnCl,.4H,0 1,96 pM 1,96 uM - 1,96 uM 490 nM 
CoCl,-6H,0 0,42 uM 0,42 uM 0,42 uM 105 nM 
InS0,-7H,0 0,34 uM 0,34 pM 0,34 uM 85 nM 
KI 0,168 uM 0,168 uM 0,168 uM 42 nM 
Na,MoO,-2H,0 0,1 uM 0,1 uM 0,1 uM 25 nM 
Tartarato diamônio 2,7 mM - - 2,7 mM 675 uM 
Manitol 8,5% 240 g 60g 
Agar 28 g 7g 209 32g 3g 
Água destilada qs.p. 4L q.s.p. 1 L q.s.p. 1 L q.s.p. 4 L q.s.p. 1 L 
pH 5,8 55 





15.6 EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES 


A expressão proteica em sistema de musgo pode ser feita tanto em cultivo 
de meio sólido, quanto em meio líquido. Em biorreatores, a utilização de 
meio líquido é a mais recomendada, já que o cultivo em meio sólido requer 
grandes quantidades de P. patens, placas de Petri e espaço para incubação. 
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O musgo P. patens, previamente incubado em meio sólido PpNH,, deve 
ser retirado e macerado, preferencialmente utilizando homogeneizador elé- 
trico (por exemplo: Powergen 125 Homogenizer, da Fisher Scientific). Reco- 
menda-se a utilização inicial de 30 mg de peso seco de P. patens para cada 
litro de meio utilizado na expressão proteica!!. 

Alguns fatores são essenciais para a otimização do processo de expressão 
da proteína desejada: 

e O meio líquido em que o musgo está inserido deve ter pH constante 
de 5,8, o qual deve ser checado diariamente. Em alguns casos, cul- 
turas com pH 4,5 mostraram ser mais eficientes para a expressão de 
proteínas humana!º*, 

e A expressão e secreção da proteína recombinante ocorre, pelo menos, 
4 dias após inoculação do musgo em meio líquido, independentemente 
da expressão ser transiente ou constitutiva. Portanto, a primeira 
coleta de material e extração de proteínas deve ser feita somente após 
o sétimo dia de inoculação, podendo estender-se por até 12 dias*» "°t, 
No entanto, o crescimento celular deve ser constantemente avaliado 
por meio da medida do peso seco do musgo (50 mL por litro de meio 
de cultura), após incubação a 105 ºC por 2 horas. 

e Independentemente do biorreator utilizado, as condições de ilumi- 
nação devem ser mantidas iguais às observadas durante o cultivo do 
musgo em placas de Petri (luz/escuro = 16h/8h). 

e Apesar das condições de temperatura ideal ser de 25º € para o cres- 
cimento de P. patens, estudos anteriores mostraram que temperaturas 
a 22º € podem estimular a expressão proteica"2. 

e Recomenda-se avaliar a presença da proteína recombinante tanto no 
meio de cultura quanto no próprio musgo, uma vez que ela pode estar 
presente em ambos. 


Fatores alternativos: 

e À inserção de oxigênio (O,) e/ou gás carbônico (CO,) não é obriga- 
tória. Em alguns casos, pode estimular o aumento de massa celular, 
mas, no geral, a adição de 1 ppm de ar atmosférico é suficiente para 
manter o musgo em condições ótimas de sobrevivência e crescimento. 
No entanto, para biorreatores cilíndricos, é recomendada a adição de 
0,3 vvm de O, e 2% de CO, nas culturas em meio líquido sob agitação 
média de 100 rpm!?!. 
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15.7 CONCLUSÕES 


A utilização de diferentes tecnologias baseadas na produção de proteí- 
nas em plantas depende do objetivo final do produto. É imprescindível que 
as plataformas escolhidas estejam também ligadas a escalonamento para 
produção industrial e comercialização. De maneira idêntica, o sistema 
de expressão deve ser compatível com as exigências estruturais e de ati- 
vidade da proteína desejada, de modo que as modificações pós-traducio- 
nais em eucarióticos devam ser consideradas. O rendimento da produção 
final deve ser também planejado, assim como a aplicação terapêutica da 
proteína recombinante. 

Nos últimos anos, diferentes empresas produtoras de biofarmacêuticos 
estão deixando de investir em sistemas de expressão bacterianos, de levedu- 
ras e células de mamíferos para instalar sistemas de produção em plantas. 
Atualmente, as tecnologias existentes venceram os desafios exigidos para 
a expressão de proteínas em plantas e já começam a lançar no mercado 
produtos recombinantes derivados desse sistema. A posterior introdução de 
sistemas de musgo permitiu unir a facilidade de sistemas de organismos 
inferiores com as vantagens de sistemas mais complexos na expressão de 
proteínas humanas. 

Outra consideração para programas de produção de moléculas de uso 
terapêutico está na via de administração do produto. Nesse caso, sistemas de 
expressão que ofereçam maior segurança contra infecções por agentes pato- 
gênicos são mais atrativos, assim como os que permitem maior facilidade de 
purificação das proteínas recombinantes. 


15.8 PERSPECTIVAS FUTURAS 


Atualmente, as empresas produtoras de biofarmacêuticos estão familiari- 
zadas com os padrões de controle de qualidade da Food and Drug Adminis- 
tration (FDA), da European Medicines Agency (EMA) e da norma ISO 9001. 
Do mesmo modo, tendem a manter-se atualizadas quanto às regulamenta- 
ções do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States 
Department of Agriculture - USDA), uma vez que este órgão poderá exigir 
novos processos de aprovação para que produtos biológicos de sistemas de 
plantas possam vir a se tornar medicamentos comerciais. 

Com relação às permissões para a produção em campo, o USDA, em 
parceria com as empresas que optaram por utilizar sistemas de plantas, 
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desenvolveram procedimentos operacionais que permitem uma produção 
comercial em larga escala de produtos farmacêuticos em plantas. Assim, nos 
Estados Unidos é necessário que as empresas farmacêuticas tenham licença 
do USDA para a produção de biorreatores de planta em campo, importação 
de produtos e transporte de qualquer material recombinante viável produ- 
zido em sistema de plantas. À otimização de sistemas de produção fecha- 
dos — projetados para evitar fluxo gênico de plantas transformadas para 
plantações não transformadas e a consequente mistura de cultivares — tem 
facilitado os processos regulatórios, já que incentiva a autopolinização das 
plantas e o distanciamento de culturas semelhantes usadas para outros fins. 

Em termos de custo-benefício, muitos empreendedores veem a produção 
de moléculas terapêuticas em biorreatores de plantas como uma forma de 
baratear o sistema de produção e, consequentemente, o valor final de medi- 
camentos. Os primeiros biofármacos produzidos em células de mamíferos, 
ou mesmo em células bacterianas, apresentavam alto custo de manutenção, 
com baixa produção de massa celular e rendimento proteico. Esses fatores 
contribuíram para o elevado custo de muitos medicamentos à base de bio- 
moléculas. No entanto, com a entrada dos biorreatores de plantas como 
produtores em larga escala de diversas proteínas humanas, uma queda sig- 
nificativa no valor final dos biomedicamentos poderá ser observada nos pró- 
ximos anos. Com o mercado aberto para as indústrias de biofarmacêuticos 
e o constante surgimento de novas tecnologias, espera-se que, num futuro 
próximo, a expressão de proteínas em sistemas heterólogos deixe de ser um 
desafio e torne-se um mecanismo facilitador de produção de moléculas para 
usos diversos. 
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16.1 INTRODUCAO 


As primeiras linhagens de células-tronco embrionarias (ESC) pluripoten- 
tes foram derivadas no inicio dos anos 1980 a partir de embrides de camun- 
dongos em estágio pré-implantacional!. Desde então, centenas de linhagens 
murinas de ESC foram estabelecidas ao redor do mundo, a grande maioria 
através da utilização de um mesmo protocolo básico, que consiste no pla- 
queamento de embriões inteiros, livres de zona pelúcida, sobre uma camada 
de fibroblastos embrionários murinos (mouse embryonic fibroblasts - MEF) 
mitóticamente inativados, na presença de meio de cultura contendo o fator 
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de inibição da leucemia (leukemia inhibitory factor — LIF), usado para a 
manutenção do estado pluripotente dessas células em cultura (revisado em 
Guasch e Fuchs?). 

Em relação às linhagens de ESC humanas, o quadro é bem diferente. Foi 
só em 1998, após mais de uma década de grandes e contínuos esforços por 
parte de diversos laboratórios, que se obteve sucesso na derivação das primei- 
ras linhagens de hESC*. Depois dessas primeiras publicações, diversos outros 
grupos relataram o estabelecimento de novas linhagens de hESC, e o número 
de linhagens registradas nos bancos de dados rapidamente aumentou. 

As condições descritas para a derivação das primeiras linhagens de hESC*! 
eram essencialmente as mesmas usualmente utilizadas durante a derivação 
de linhagens murinas!. Entretanto, depois do estabelecimento dessas primei- 
ras linhagens de hESC, novas vias de sinalização envolvidas no controle do 
estado pluripotente dessas células foram identificadas, o que, juntamente 
com o desenvolvimento de novos reagentes, permitiu a implementação de 
estratégias mais eficientes para a derivação de novas linhagens de hESC*. 
Neste capítulo, fazemos o levantamento e análise dos diferentes protocolos 
empregados durante o processo de derivação de linhagens de hESC registra- 
das em dois grandes bancos de dados internacionais nos últimos dezesseis 
anos, e procuramos delinear tendências metodológicas em cada um dos pas- 
sos envolvidos durante o estabelecimento dessas linhagens. 

Os dados foram coletados a partir de dois importantes bancos de regis- 
tro internacionais —- o European Human Embryonic Stem Cell Registry” e 
o University of Massachusetts” International Stem Cell Registry ” — e atua- 
lizados no dia 3 de outubro de 2013. Apenas as linhagens de hESC com 
pluripotência comprovada in vivo, ou seja, linhagens capazes de gerar tera- 
tomas quando injetadas em camundongos imunodeficientes, foram incluí- 
das na análise. As sublinhagens de hESC também foram excluídas da aná- 
lise pois o método para obtenção das mesmas não se trata de derivação 
propriamente dita. 

Analisamos parâmetros relacionados ao meio de obtenção do embrião 
(fonte - se o embrião foi gerado para fins reprodutivos ou de pesquisa -, 
frescos ou congelados, estágio de desenvolvimento, qualidade, método de 
remoção da zona pelúcida, método de isolamento da massa celular interna), 
assim como parâmetros relacionados às condições de cultura (meio básico, 
fonte de proteínas, fatores utilizados para manutenção da pluripotência, tipo 
de suporte). Detalhes específicos relacionados aos diferentes aspectos do 


* Ver <www.hescreg.eu>. 
** Ver <www.umassmed.edu/iscr>. 
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processo de derivação foram também obtidos das publicações corresponden- 
tes, quando disponíveis. Sempre que os dados descritos nos bancos de dados 
diferiram daqueles descritos na publicação correspondente, consideramos os 
dados descritos na publicação. 


16.2 ASPECTOS HISTÓRICOS DAS DERIVAÇÕES DE hESC 


16.2.1 Número de derivações de hESC ao longo dos anos 


Dentre as muitas diferentes linhagens de hESC registradas nos dois ban- 
cos de registro de células-tronco consultados (hESCReg e UMass ISCR), 460 
linhagens foram descritas como sendo capazes de formar teratomas quando 
injetadas em camundongos imunodeficientes. As informações relacionadas 
aos diferentes parâmetros utilizados durante a derivação dessas 460 linha- 
gens foram listadas, sendo que essas informações foram extraídas tanto do 
banco de dados quanto da publicação correspondente à linhagem, sempre 
que disponíveis”. Sete linhagens registradas não possuíam a informação 
quanto ao ano em que foram derivadas e, por este motivo, foram excluídas 
da análise. 

A Figura 16.1 mostra o aumento no número total de linhagens de hESC 
derivadas de 1998 até 2013. Nenhuma linhagem foi registrada em 2013. É 
interessante notar que levou dois a quatro anos, desde as primeiras deriva- 
ções pelos grupos de Thomson e colaboradores” e de Reubinoff e colabora- 
dores?, até que outros grupos relatassem o estabelecimento de novas linha- 
gens de hESC. Esses dois primeiros grupos relataram a utilização de fator 
inibidor de leucemia humano (human leukemia inhibitory factor — hLIF) e 
MEF como fatores utilizados na manutenção do estado pluripotente durante 
o processo de derivação de hESC. Entretanto, em 2000, o uso de fator de 
crescimento de fibroblasto (basic fibroblast growth factor — bFGF) foi des- 
crito como requisito importante durante o cultivo prolongado de hESC em 
meio de cultura livre de soro’, e, a partir dai, esse fator de crescimento foi 
consolidado como sendo o fator principal para a manutenção do estado de 
pluripotência de hESC em cultura. Essa constatação, provavelmente, teve um 
grande papel no aumento do número de derivações obtidas desde então. De 
fato, o número de novas linhagens de hESC, assim como o número de grupos 
de pesquisa e laboratórios engajados no estabelecimento dessas novas linha- 
gens, cresceu de maneira considerável de 2004 até 2010. De 2011 a 2013, 


676 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


uma redução no número de novas derivações foi observada (Figura 16.1), 
provavelmente influenciado pela tendência em se obter células pluripotentes 
pelo método da reprogramação celular, as chamadas células-tronco pluripo- 
tentes induzidas (induced pluripotent stem cells — iPSC). 
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Figura 16.1 Número total acumulado de novas linhagens de hESC derivadas desde 1998 (linha verde) e número de linhagens de hESC 
estabelecidas em cada ano, publicadas e não publicadas (barras). 


A maior parte das derivações de linhagens de hESC avaliadas foi descrita 
em artigos científicos, mesmo aquelas derivadas nos últimos anos (Figura 
16.1). Entretanto, nos artigos publicados mais recentemente, o relato da 
derivação de novas linhagens de hESC geralmente constitui uma pequena 
porção dessas publicações, nas quais a derivação de linhagens de hESC ser- 
viram de base para o estudo de outras questões científica, o que demonstra 
uma menor disponibilidade de publicação de estudos relatando apenas novas 
derivações sem que haja um outro aspecto científico original relevante. Isso 
também poderia explicar a diminuição no número de linhagens derivadas 
entre 2011 e 2013, observada em nossa análise. Ainda assim, já que existe 
um grande interesse na comunidade científica para que novas linhagens 
sejam derivadas, aumentando a diversidade de linhagens de hESC disponí- 
veis, é importante que haja também um veículo disponível para a divulgação 
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de novas linhagens com descrições de suas características específicas assim 
como das metodologias aplicadas para a obtenção das mesmas, um papel 
que pode ser desempenhado pelos bancos de registro de células-tronco. 


16.3 MÉTODOS DE DERIVAÇÃO DE LINHAGENS DE hESC 


16.3.1 Fonte de obtenção de embrião 


A grande maioria (433, ou 98,2% das linhagens informativas) dos 
embriões utilizados para a derivação de linhagens de hESC consiste em 
embriões extra-numerários obtidos em ciclos de reprodução assistida 
(Tabela 16.1). Apenas oito linhagens de hESC (1,8%) foram derivadas a 
partir de embriões gerados exclusivamente para a pesquisa — seis na China 
e duas na Bélgica (Tabela 16.1), países com legislações mais permissivas 
em relação à pesquisa com células-tronco e transferência nuclear de célula 
somática para fins terapêuticos*. Embora outros países, como Estados Uni- 
dos e Inglaterra, também permitam a geração de embriões com a finalidade 
de pesquisa, não há registro de nenhuma linhagem celular derivada a partir 
de embriões gerados exclusivamente para pesquisa nesses países. Além disso, 
todas as linhagens de hESC estabelecidas entre 2008 e 2013 foram derivadas 
a partir de embriões excedentes gerados com finalidade reprodutiva (Tabela 
16.1). Dessa forma, podemos observar que a criação de embriões gerados 
exclusivamente para a pesquisa não constitui prática comum, provavelmente 
devido à dificuldade de obtenção de doadores de oócitos humanos. 

Uma importante implicação do uso de embriões extranumerários no esta- 
belecimento de novas linhagens de hESC é a possível limitação de diversi- 
dade genética dos embriões. Uma vez que a grande maioria desses embriões 
é gerada em clínicas particulares de reprodução assistida em procedimen- 
tos caros, não abrangem toda a miscigenação étnica compreendida dentro 
de uma determinada população”. De fato, estudos recentes relataram que a 
maioria das linhagens de hESC derivadas ao redor do mundo são de etni- 
cidade europeia ou leste-asiatica'’'*. Com base nessas observações, torna- 
se claro que um maior esforço deve ser realizado no sentido de se obter 
embriões etnicamente diversificados para a derivação de novas linhagens de 
hESC que possuam perfis genéticos distintos e tipagem HLA diversificadas. 

Embriões congelados (186 linhagens) e frescos (148 linhagens) têm sido 
igualmente utilizados nos processos de derivação, uma tendência que não 
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Tabela 16.1 Principais características dos embriões e procedimentos utilizados na derivação de linhagens de hESC 


NÚMERO DE LINHAGENS NÚMERO DE LINHAGENS 


























1998 A 2013 (%*) 2008 A 2013 (%*) 
Reprodução 433 (98,2) 222 (100) 
Finalidade do embrião Pesquisa 8 (1,8) 0 
NA 12 10 
Fresco 148 (44,3) 76 (45,5) 
Fresco/congelado Congelado 186 (55,7) 91 (54,5) 
NA 119 65 
Blastocisto 424 (95,7) 210 (94,6) 
Pré-blastocisto 7 (1,6) 4 (1,8) 
Estágio de desenvolvimento ———— 
Blastômero 12 (2,7) 8 (3,6) 
NA 10 0 
Boa 81 (49,7) 34 (40,0) 
Intermediária 21 (12,9) 5 (6,0) 
Qualidade do embrião 
Ruim 61 (37,4) 46 (54,0) 
NA 290 147 
Quimico 129 (35,5) 49 (28,0) 
Enzimático 137 (37,7) 55 (31,4) 
Método de remoção Mecânico 68 (18,7) 58 (33,1) 
da zona pelúcida Hatching espontâneo 24 (6,6) 9 (5,1) 
Laser 5 (1,4) 4 (2,3) 
NA 90 57 
Imunocirurgia 169 (43,0) 31 (16,8) 
Mecânico 139 (34,6) 99 (53,8) 
Embrião inteiro 70 (17,8) 42 (22,8) 
Método de isolamento da ICM 
Laser 17 (3,3) 11 (6,0) 
Lise hipotônica 5 (1,3) 1(0,5) 
NA/NAp 60 32 


* Porcentagem de linhagens celulares informativas. NA = informação não disponível, NAp = não se aplica. 
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sofreu modificações nos últimos anos (Tabela 16.1, Figura 16.2A). Enquanto 
embriões frescos, quando excedentes dos ciclos de reprodução, tendem a 
estar disponíveis em menor número e sob curto tempo de aviso de disponi- 
bilidade para cada experimento de derivação, o uso de embriões congelados 
permite trabalhar com grandes quantidades de embriões ao mesmo tempo 
e de forma mais programada. Ainda assim, alguns pesquisadores relatam 
melhores taxas de eficiência de derivação a partir de embriões frescos, se 
comparadas ao uso de embriões congelados”. 
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Figura 16.2 Embrides utilizados no estabelecimento de linhagens de hESC. Número de linhagens de hESC derivadas ao longo dos anos 
de acordo com (A) embriões frescos ou congelados, (B) estágio do embrião, (C) método de remoção da zona pelúcida e (D) método de 
isolamento da ICM utilizado. NA = informação não disponível, NAp = não se aplica. 


16.3.2 Qualidade do embrião 


A qualidade do embrião é um importante parâmetro na eficiência de deri- 
vação de linhagens de hESC. Publicações mais antigas sugerem que o uso 
de embriões de boa qualidade em estágio de blastocisto é essencial para o 
sucesso da derivação. Das 453 linhagens celulares avaliadas nesse capítulo, 
apenas 163 (36,0%) foram informativas quanto à qualidade do embrião a 
partir dos quais essas linhagens foram geradas (Tabela 16.1). 
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Uma vez que diversas metodologias para avaliação da qualidade do 
embrião foram utilizadas pelos diferentes laboratórios nos quais as linha- 
gens de hESC foram derivadas, optamos por utilizar em nossa análise a clas- 
sificação adotada pelos bancos de dados consultados (ou nas publicações 
correspondentes), na qual a qualidade do embrião foi simplesmente definida 
como “boa”, “intermediária” ou “ruim”. Para algumas das linhagens celula- 
res, ajustamos a informação fornecida pelos autores para esse formato. Das 
163 linhagens celulares que concordaram com esse meio de classificação, 81 
(49,7%) foram originadas a partir de embriões classificados como possuindo 
qualidade “boa”, 21 (12,9%) foram originadas a partir de embriões classifi- 
cados como possuindo qualidade “intermediária” e 61 (37,4%) foram origi- 
nadas a partir de embriões classificados como possuindo qualidade “ruim” 
(Tabela 16.1). Se olharmos apenas para as linhagens derivadas mais recente- 
mente, podemos observar que uma porcentagem significativamente mais alta 
de linhagens de hESC (54,0%) foi derivada de embriões de qualidade “ruim” 
(Tabela 16.1). Assim, embora embriões de qualidade “boa” pareçam ser mais 
adequados para a derivação de linhagens de hESC, uma alta proporção de 
linhagens foi estabelecida a partir de embriões de qualidade “ruim”, não 
adequados para reprodução — o que provavelmente está associado ao fato 
de que a maioria dos embriões doados por clínicas de reprodução assistida 
para a pesquisa se enquadrem nessa categoria. É importante notar que a 
disponibilidade de mais informações relacionadas à qualidade dos embriões 
utilizados em derivações de cada uma das linhagens de hESC, assim como 
o estabelecimento consensual de um único método classificatório para ava- 
liação da qualidade do embrião é de fundamental importância para que se 
possa definir o papel dessa variável na taxa de sucesso de geração de uma 
nova linhagem de hESC. 


16.3.3 Estágio de desenvolvimento do embrião 


A maioria (424, ou 95,7%) das linhagens informativas de hESC com 
potencial para a formação de teratomas foram originadas a partir de embriões 
no estágio de blastocisto, enquanto apenas 1,6% (7 linhagens) foram estabe- 
lecidas a partir de embriões em estágios mais precoces do desenvolvimento, e 
2,7% (12 linhagens) foram derivadas a partir de um único blastômero, uma 
distribuição que não teve alteração significativa nos últimos anos (Tabela 
16.1, Figura 16.2B). Vale notar que as derivações originadas de embriões em 
estágios precoces ou a partir de blastômeros únicos, embora não frequentes, 
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foram relatadas por grupos distintos e independentes!*!º, o que demonstra 


a aplicabilidade dessas estratégias, além de aumentar o número de embriões 
que se tornam adequados para a geração de linhagens de hESC. Além disso, 
mais do que ter o objetivo de obter uma melhor fonte de células para deri- 
vação de linhagens de hESC, a utilização de blastômeros únicos demonstrou 
ser geralmente executada com o intuito de evitar polêmicas e controvérsias 
associadas à questão da destruição de embriões humanos. 


16.3.4 Métodos de remoção da zona pelúcida e isolamento 
da massa celular interna (inner cell mass - ICM) 


Os métodos de remoção da zona pelúcida mais utilizados para a deri- 
vação da maioria das linhagens de hESC estabelecidas entre 1998 e 2013 
foram a remoção enzimática, geralmente por uso de pronase (137, ou 37,7% 
das linhagens informativas), remoção química, geralmente por utilização do 
ácido de Tyrode (129 ou 35,5% das linhagens informativas), ou remoção 
mecânica (68 ou 18,7% das linhagens informativas). Entretanto, de 2008 a 
2013, houve um aumento no uso da técnica de remoção mecânica (33,1%) 
e pequena diminuição da utilização dos métodos de remoção enzimática 
(31,4%) e química (28,0%) da zona pelúcida (Tabela 16.1, Figura 16.2C), 
demonstrando que esses três métodos são utilizados de maneira similar 
quando não há eclosão (hatching) espontânea do embrião. 

As linhagens de ESC de camundongo são estabelecidas a partir do pla- 
queamento de blastocistos inteiros, seguido do isolamento mecânico das 
células da massa celular interna (ICM) do trofoectoderma que as envolve 
após alguns dias. Em contraste, os procedimentos adotados até 2004 para a 
derivação de linhagens de hESC geralmente incluíam o isolamento da ICM 
antes do plaqueamento do embrião (Figura 16.2D). É verdade que, quanto 
menor a manipulação do embrião, menor a chance de danos às células que 
o compõem. Porém, como as células do trofoectoderma proliferam-se de 
maneira extremamente rápida, há um risco de que essas células possam 
suprimir o crescimento da ICM, o que pode acarretar no surgimento de uma 
linhagem celular trofoectodérmica embrionária”. 

Desde 1998 até 2013, a técnica mais utilizada para o isolamento da ICM 
foi a imunocirurgia (Tabela 16.1, Figura 16.2D), que consiste em um procedi- 
mento não específico baseado na susceptibilidade do embrião à citotoxidade 
aos anticorpos de maneira dependente de complemento?!. A maior desvan- 
tagem desse método é o risco de danificar as células da ICM? diminuindo, 
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assim, as chances de essas células poderem originar uma nova linhagem de 
hESC. Além disso, essa metodologia envolve o uso de componentes deri- 
vados de animais, o que pode tornar a linhagem de hESC não adequada a 
certas aplicações. Dessa forma, métodos alternativos de isolamento da ICM, 
como dissecção mecânica ou assistida por laser, foram desenvolvidos. De 
fato, desde 2008 até 2013, a dissecção mecânica da ICM foi a estratégia 
mais comumente utilizada (Tabela 16.1, Figura 16.2D). Adicionalmente, 
uma grande proporção das linhagens de hESC foram estabelecidas a partir 
do plaqueamento do embrião inteiro livre da zona pelúcida (Tabela 16.1, 
Figura 16.2D), procedimento empregado especialmente para embriões de 
qualidade pobre, sem ICM distinta, embora tenha sido utilizado também 
para embriões de boa qualidade. 

Em conclusão, o nosso levantamento permitiu identificar uma tendên- 
cia a não se empregar a imunocirurgia e a adotar a dissecção mecânica no 
isolamento da ICM. Todavia, a melhor metodologia para o isolamento da 
ICM a partir de embriões humanos ainda não foi consolidada. Dessa forma, 
a morfologia e a qualidade do embrião, juntamente com a disponibilidade 
laboratorial de equipamentos de dissecção a laser ou de micromanipulação, 
desempenham papéis centrais na escolha do método a ser utilizado. Além 
disso, uma vez que uma grande quantidade de linhagens de hESC têm sido 
estabelecidas a partir de embriões plaqueados inteiros, principalmente nos 
últimos anos, a grande novidade nesse passo do procedimento é a falta de 
necessidade de isolamento da ICM para a derivação de uma nova linhagem 
de hESC, o que simplifica consideravelmente o procedimento de derivação. 


16.3.5 Condições de cultura 


Para realizar nossa análise, dividimos os componentes presentes no meio 
de cultura para a derivação de linhagens de hESC em quatro principais com- 
ponentes: (1) meio básico, por exemplo, Dulbecco's modified eagle medium 
(DMEM), DMEM-F12, KO-DMEM (knockout-DMEM); (2) fonte de proteí- 
nas, por exemplo soro fetal bovino (fetal bovine serum — FBS), KnockOut™ 
serum replacement (KSR); (3) fator(es) usados para manter a pluripotên- 
cia celular, por exemplo, bFGF, LIF; e (4) tipo de matriz/suporte celular, 
por exemplo, MEF, fibroblastos de prepúcio humano (human foreskin 
fibroblasts — HFF), Matrigel!M, Dezenas de combinações dos diversos tipos 
desses quatro componentes demonstraram ser capazes de manter as hESC 
em estado pluripotente em cultura (revisado em Fernandes et al.?), e nossa 
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análise demonstrou que muitas dessas combinações são também apropriadas 
para a geração de novas linhagens celulares (Tabela 16.2). 

KO-DMEM e KSR têm sido respectivamente o tipo de meio básico e o 
tipo de fonte de proteínas mais utilizados durante a derivação de linhagens 
de hESC (Tabela 16.2, Figura 16.3A e 16.3B). De fato, 262 (57,8%) de todas 
as linhagens de hESC consideradas em nossa análise foram cultivadas nesses 
dois componentes pelo menos durante algum dos estágios envolvidos no 
processo de derivação. Portanto, KO-DMEM e KSR compreendem a base 
de cultivo mais empregada, não apenas durante a manutenção das hESC em 
cultura**, mas também durante o processo de derivação de uma nova linha- 
gem de hESC. 


Tabela 16.2 Condições de cultura para a derivação de linhagens de hESC 


NÚMERO DE LINHAGENS NÚMERO DE LINHAGENS 














1998 A 2013 (%*) 2008 A 2013 (%*) 
KO-DMEM 277 (64,3) 134 (62,0) 
DMEM-F12 99 (23,0) 58 (26,9) 
DMEM 35 (8,1) 9 (4,2) 
a DMEM-F12/KO-DMEM 12 (2,8) 12 (5,6) 
TeSR1 ou mTeSR1 4 (0,9) 2 (0,9) 
DMEM/KO-DMEM 3 (0,7) 0 
E8 1 (0,2) 1 (0,5) 
NA 22 16 
KSR 291 (68,2) 150 (69,8) 
FBS/KSR 86 (20,2) 56 (26,0) 
Fonte de proteínas = aie Sen 
HS 4 (0,9) 1 (0,5) 
RHP 1 (0,2) 0 
NA/NAp 26 16 
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NÚMERO DE LINHAGENS NÚMERO DE LINHAGENS 














1998 A 2013 (%*) 2008 A 2013 (%*) 
FGF 324 (75,3) 170 (78,3) 
LIF/FGF 84 (19,5) 45 (20,7) 
Fatores de crescimento LIF 20 (4,7) 2 (0,9) 
Nenhum 2 (0,5) 0 
NA 24 17 
Murino 289 (64,4) 129 (56,6) 
Humano 147 (32,7) 91 (39,9) 
Tipo de suporte/Matriz Acelular 10 (2,2) TRA) 
Mix 3 (0,7) 1 (0,4) 
NA 4 0 





* Porcentagem de linhagens celulares informativas. KO-DMEM = knockout DMEM, KSR = knockout serum replacement, 
FBS = soro fetal bovino, HS = soro humano, RHP = proteínas recombinantes humanas, FGF = fator de crescimento de 
fibroblasto, LIF = fator inibidor de leucemia, NA = informação não disponível, NAp = não se aplica. 


O KO-DMEM é um meio “baseado em DMEM” que possui osmolaridade 
reduzida, o que favorece o crescimento de ESC indiferenciadas, enquanto o 
KSR, desenvolvido em 1998, é mais adequado para o cultivo de ESC do que 
o soro fetal bovino (FBS) porque contém fatores promotores de crescimento 
e diferenciação definidos”. Além disso, embora contenha componentes de 
origem animal, o KSR é um suplemento de composição definida, o que evita 
a variação entre diferentes lotes observada no FBS*. Ainda assim, até mesmo 
nos últimos anos, um número significante de linhagens de hESC (56 linha- 
gens, ou 26,0% das linhagens informativas) foi estabelecido em combinação 
de KSR/FBS - o que aparentemente melhora o potencial de adesão e cresci- 
mento iniciais da ICM? — e foram subsequentemente transferidas para meio 
contendo somente KSR para cultivo a longo prazo. Em contraste, o uso de 
FBS como única fonte de proteína durante a derivação diminuiu significan- 
temente nos últimos anos (Tabela 16.2, Figura 16.3B). 

Outra preocupação em relação ao uso de componentes de origem animal 
durante o cultivo de hESC foi a identificação, em 2005, de ácido siálico 
não humano (NeuSGc) potencialmente imunogênico em linhagens de hESC 
cultivadas sobre células não humanas ou em produtos derivados de soro 
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Figura 16.3 Composição do meio de cultura. Número de linhagens de hESC derivadas ao longo dos anos de acordo com (A) meio básico 
de cultura — KO-DMEM = knockout DMEM; (B) fonte de proteínas — KSR = knockout serum replacement, FBS = soro fetal bovino, HS 
= soro humano, RHP = proteínas recombinantes humanos; (C) fator para manutenção da pluripotência — FGF = fator de crescimento 
de fibroblasto, LIF = fator inibidor de leucemia; e (D) tipo de suporte celular. NA = informação não disponível, NAp = não se aplica. 


animal”. Embora essa preocupação não seja uma limitação ao estabeleci- 


mento de linhagens de hESC voltadas para o uso em pesquisa científica, dife- 
rentes grupos interessados na derivação de linhagens de hESC com propósito 
de utilização em terapia celular optaram por trabalhar em condições livres 
de componentes de origem animal, e adotaram o uso de meios de cultura 
xeno-free — TeSR1™ e TeSR™-E8™ ou Essential 8™ — e o uso de proteínas 
humanas recombinantes como substitutos do soro animal durante o pro- 
cesso de derivação de suas linhagens (Tabela 16.2, Figuras 16.3A e 16.3B). 

Ambos o fator inibidor de leucemia (LIF) e as camadas de fibroblastos 
embrionários murinos (MEF) constituem os componentes responsáveis para 
a manutenção de estado de pluripotência de ESC de camundongos. Embora 
o LIF humano (hLIF) tenha sido empregado durante o estabelecimento das 
primeiras linhagens de hESC**, estudos posteriores demonstraram que esse 
componente não é capaz de promover a manutenção do estado indiferen- 
ciado das hESC durante um período de tempo prolongado em cultura”. 
Por esse motivo, o uso de apenas hLIF no meio de cultura utilizado para a 
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derivação de linhagens de hESC diminuiu ao longo dos anos, ao passo que 
o uso de bFGF, seja sozinho ou em combinação com hLIF, foi consolidado 
como sendo o principal fator de manutenção de pluripotência de hESC, 
tanto durante o processo de derivação de novas linhagens, como também 
durante a manutenção prolongada em cultura dessas células? (Tabela 16.2, 
Figura 16.3C). 

Embora os MEF constituam o tipo de suporte mais comumente utilizado 
para o estabelecimento de linhagens de hESC (289, ou 64,4% das linhagens 
informativas), já a partir de 2002 pode-se observar o início do uso no pro- 
cesso de derivação, tanto de tipos alternativos de suporte celular de origem 
humana (147 linhagens, ou 32,7% das linhagens informativas), como de 
tipos de matrizes proteicas acelulares (10 linhagens, ou 2,2% das linhagens 
informativas), provavelmente com o intuito de evitar a contaminação dessas 
culturas por componentes de origem animal (Tabela 16.2, Figura 16.3D). De 
2008 até 2013, observa-se uma redução na utilização de MEF e um aumento 
no uso de camadas celulares de suporte de origem humana (Tabela 16.2, 
Figura 16.3D). Por outro lado, uma grande porcentagem (56,6%) de linha- 
gens de hESC continua a ser derivada na presença de MEF, um indício de que 
esse tipo de suporte celular possa apresentar maior capacidade de manuten- 
ção do estado de pluripotência de hESC e/ou de que a fácil disponibilidade 
e custo mais baixo dos MEF os tornem um tipo de suporte mais vantajoso 
para o processo de derivação do que os outros tipos de suporte alternativos. 

Outros parâmetros relacionados ao processo de derivação de hESC, como 
momento da primeira passagem, frequências das passagens, frequência de 
troca de meio de cultura e taxa de eficiência da derivação foram também 
avaliados durante o nosso trabalho de levantamento de dados. Entretanto, 
esses parâmetros apresentaram grande variação entre as linhagens de hESC 
consideradas em nosso estudo não sendo portanto conclusivos. Informações 
como, por exemplo, número de linhagens de hESC obtidas por número de 
embriões manipulados, seriam de fundamental importância para se avaliar 
a taxa de eficiência de cada tipo de metodologia empregada durante a deri- 
vação das linhagens de hESC. Infelizmente, além desses dados frequente- 
mente não estarem descritos de maneira clara em diversas publicações, o 
número relativamente pequeno de linhagens celulares estabelecidas em cada 
condição metodológica específica torna difícil a execução de uma análise 
estatística significante em relação à taxa de eficiência de derivação associada 
aos diferentes protocolos laboratoriais aplicados para o estabelecimento de 
linhagens de hESC. 
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16.4 POSSIBILIDADES E IMPLICAÇÕES TERAPÊUTICAS DAS hESC 


Células doadoras geradas a partir de células pluripotentes podem ser uti- 
lizadas como uma fonte de obtenção de tecidos em medicina regenerativa e, 
portanto, representam uma possível solução para o número limitado de doa- 
dores de órgãos, assim como para a regeneração de tecido nervoso e reposi- 
ção de tecido danificado. Em contraste às células-tronco adultas que geral- 
mente apresentam um potencial de diferenciação em tipos celulares distintos 
limitado (revisado em Kerkis et al.?* e Fonseca et al.?), as hESC são pluri- 
potentes, ou seja, possuem um inquestionável potencial de diferenciação e, 
portanto, são capazes de ser diferenciadas em uma grande variedade de tipos 
celulares distintos, o que as tornam uma fonte de células para terapia mais 
abrangente. O interesse constante nessas células é claramente evidenciado 
pelo fato de que, desde a derivação em 1998 da primeira linhagem de hESC, 
o número de linhagens registradas nos bancos de dados rapidamente aumen- 
tou. Além disso, estudos pré-clínicos e clínicos realizados até o momento, 
sugerem que as hESC possuem tanto atividade biológica relevante, como 
baixo risco de toxicidade a curto ou longo prazo para o receptor. 

Entretanto, para que essas células sejam adequadas para uso em terapia 
celular, condições rigorosas devem ser adotadas durante a derivação e manu- 
tenção em cultura das hESC. Como vimos, até agora o método mais efetivo 
de derivação de uma nova linhagem de hESC ainda não está bem estabele- 
cido. Ainda assim, se considerarmos uma futura aplicação das hESC em tera- 
pia celular, o consenso é de que as condições de cultura de hESC devam, pre- 
ferencialmente, ser definidas e livre de contaminantes de origem animal. Por 
esse motivo, existe um esforço contínuo em estabelecer suportes celulares 
de origem não animal (matrizes), meios de cultura completamente definidos 
e procedimentos de cultivo adequados para as hESC utilizadas em terapia 
celular”. Entretanto, a maioria das linhagens de hESC disponíveis não foram 
derivadas ou mantidas sob essas condições ótimas, já que a metodologia uti- 
lizada durante o estabelecimento dessas linhagens foi baseada em protocolos 
de derivação de ESC murinas (mESC). Ainda assim, é importante notar que 
o primeiro estudo clínico na qual hESC são utilizadas para o tratamento 
de lesões da medula espinhal está sendo conduzido através do uso de uma 
linhagem de hESC que foi derivada na presença de componentes animais em 
cultura? e que foi, posteriormente, adaptada para condições livres de compo- 
nentes animais antes de serem transplantadas nos pacientes. Mesmo assim, 
este tratamento ainda deve ser considerado como xenotransplante. 
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A propagação contínua de hESC no laboratório pode levar à geração de 
populações de células anormais, uma vez que as células melhores adapta- 
das às condições de cultura podem ser progressivamente selecionadasº!. Já 
está bem documentado que as alterações cromossômicas mais frequente- 
mente observadas em hESC cultivadas por longos períodos são os ganhos 
de cromossomos 12 e 17º, Outros autores também descreveram ganhos 
de um ou mais cromossomos X extras nessas populações celulares****. Além 
disso, uma análise de 125 linhagens de hESC publicada pela International 
Stem Cell Initiative mostrou que a amplificação da região cromossômica 
20g11.21 foi encontrada em mais de 20% dessas linhagens'*. Os mesmos 
achados haviam sido anteriormente relatados por Lefort e colaboradores”. 
A região cromossômica 20q11.21 contém o gene BCL2L1, cujo produto é 
um inibidor de apoptose e, portanto, um forte candidato para estar envol- 
vido na adaptação de hESC às condições de cultura**. 

Talvez a maior preocupação do uso de hESC em terapia celular esteja 
relacionada à segurança clínica do uso dessas células, mais especificamente o 
potencial intrínseco que as células pluripotentes possuem para originar tera- 
tomas ou teratocarcinomas quando injetadas no paciente. Esse efeito adverso 
do uso de terapia baseada em células pluripotentes poderia ser evitado atra- 
vés do pré-diferenciamento dessas células in vitro antes do uso destas em 
procedimentos de terapia celular. Entretanto, a aquisição de uma população 
homogênea de células diferenciadas não é tarefa fácil, e a presença de ape- 
nas uma pequena porção de células não diferenciadas no material utilizado 
para transplante poderia levar à formação de teratomas ou teratocarcinomas 
no paciente. Ainda assim, estudos pré-clínicos demonstraram que células 
diferenciadas derivadas de hESC poderiam ser seguramente injetadas em 
organismos-modelo alogênicos como ratos, camundongos e porcos-da-índia 
sem que acarretassem na formação de teratomas. Por outro lado, Erdô e 
colaboradores'** relataram que, em animais-modelo para acidente vascular 
cerebral, ratos que receberam mESC - tanto indiferenciadas como diferen- 
ciadas — não desenvolveram teratomas, enquanto os camundongos que as 
receberam desenvolveram tumor. Isso demonstra que diferentes consequén- 
cias podem ser observadas entre xenotransplantes e transplantes homólogos. 
Sendo assim, estudos clínicos rígidos devem ser realizados com hESC a fim 
de excluir a possibilidade de formação tumoral em humanos. 

Em relação ao potencial de diferenciação das hESC, diversos protocolos 
distintos estão disponíveis na literatura para a geração de tipos celulares 
específicos a partir de hESC indiferenciadas. A maioria desses protocolos 
requer extensa manipulação em cultura e uso de diversos reagentes”, o que 
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torna a pré-diferenciação das hESC in vitro um procedimento laborioso e de 
custo relativamente elevado. Além disso, muitos dos protocolos disponíveis 
não são sempre facilmente reproduzidos e diferenças significantes podem 
ser observadas de cultura para cultura, mesmo quando protocolos e con- 
dições idênticas de cultivo são empregados. Sendo assim, muitos grupos de 
pesquisa estão atualmente trabalhando para desenvolver protocolos de dife- 
renciação de baixo custo, robustos e escalonáveis com o intuito de produzir 
populações de células pré-diferenciadas derivadas de hESC que sejam alta- 
mente homogêneas. Entretanto, alguns tipos celulares são ainda difíceis de 
obter através de diferenciação in vitro, como, por exemplo, células pancreá- 
ticas e células germinativas funcionais, e mais estudos tornam-se necessários 
nesse sentido. 

Finalmente, uma implicação do uso de embriões excedentes de ciclos de 
reprodução assistida para o estabelecimento de novas linhagens de hESC 
é a possível limitação de diversidade genética desses embriões, que pode 
não atender à miscigenação étnica de uma dada população. Assim como 
em transplante de órgãos, é possível que haja necessidade de que as célu- 
las-tronco sejam HLA-compatíveis com seus receptores. Alguns trabalhos 
demonstraram uma restrição no perfil de HLA e background genético nas 
linhagens de hESC estabelecidas ao redor do mundo, mostrando que a etni- 
cidade dessas linhagens eram principalmente europeia e leste-asiática!9-12, 
Sendo assim, será importante obter embriões etnicamente distintos para a 
derivação de novas linhagens de hESC com diferentes backgrounds gené- 
ticos e diferentes tipagem de HLA. Por outro lado, as hESC podem origi- 
nar potentes células apresentadoras de antígenos (células dendriticas - DC) 
(revisado em Senju et al.*º e Silk et al.*!). Vacinas baseadas em DC já estão 
sendo testadas em terapia do câncer, na qual as células cancerosas se tor- 
nam alvos para o sistema imune* *. No contexto de compatibilidade de 
HLA, DC derivadas de hESC poderiam persuadir o sistema imunológico 
dos pacientes submetidos à terapia celular a tolerar tecidos alogênicos dife- 
renciados a partir da mesma linhagem de hESC*!. Isso poderia prolongar a 
aceitação de derivativos de hESC pelo sistema imunológico do paciente com 
uma utilização mínima de drogas imunossupressoras**. 

Em resumo, embora as hESC constituam uma fonte promissora de células 
para uso em medicina regenerativa, alguns fatores impedem a ampla acei- 
tação do uso de células pluripotentes, em geral, para terapia celular e, por- 
tanto, devem ser considerados, o mais crítico deles sendo o potencial que 
essas células apresentam de formar teratomas e teratocarcinomas quando 
transplantadas no paciente. Outras fontes de células para terapia já são 
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conhecidas — entre elas células-tronco adultas, iPSC e células diretamente 
convertidas - mas, em cada caso, os benefícios associados são contraba- 
lanceados pelas suas desvantagens. Sendo assim, atualmente não é possível 
afirmar que exista um tipo celular perfeito para o tratamento de todos os 
problemas de saúde, uma vez que isso irá depender, principalmente, do tipo 
de doença a ser tratada. Portanto, antes que todas as muitas promessas asso- 
ciadas à terapia celular possam ser concretizadas, pesquisas básicas e trans- 
lacionais envolvendo todos esses tipos celulares como fonte de material para 
a terapia celular devem continuar a ser desenvolvidas. 


16.5 CONCLUSÕES 


Frente ao início de um projeto envolvendo derivações de novas linha- 
gens de hESC, a escolha da melhor estratégia metodológica irá depender 
principalmente de fatores como a qualidade dos embriões disponíveis e da 
finalidade pela qual tais linhagens serão geradas. Para linhagens de hESC 
cuja finalidade seja a de aplicação em pesquisa básica, pode-se não haver 
a preocupação em se utilizar produtos contendo componentes de origem 
animal. Por outro lado, se as linhagens de hESC forem geradas com o pro- 
pósito de utilização em terapia celular, o emprego de condições definidas e 
livre de componentes de origem animal se faz mais adequado. Ainda assim, 
é importante ressaltar que este não é um requisito indispensável — linhagens 
de hESC estabelecidas na presença de produtos de origem animal podem ser 
transferidas às condições de cultura adequadas ao uso clínico. De fato, esse 
é o caso da primeira linhagem de hESC gerada no mundo, a linhagem H1, 
que foi posteriormente utilizada para gerar oligodendrócitos empregados no 
tratamento de lesões da medula espinhal — o primeiro produto no mundo 
derivado de hESC a ser injetado em humanos”. 

Em resumo, a grande heterogeneidade de metodologias aplicadas a deri- 
vação de linhagens de hESC descrita nesse capitulo indica que as condições 
Ótimas associadas a esse tipo de procedimento ainda não foram identifica- 
das. Ainda assim, podemos identificar melhoras significativas nos protocolos 
de derivação empregados desde 1998: embora a derivação em suporte acelu- 
lar ou suporte celular de origem humana tenha demonstrado ser eficiente, os 
MEF são ainda o tipo de suporte celular mais utilizado e a combinação de 
KO-DMEM/KSR com bFGF foi consolidada como sendo o tipo de meio de 


* Ver <www.geron.com>. 
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cultura e fonte proteica mais adequados. Além disso, o isolamento da ICM 
pode ser dispensado e linhagens de hESC podem também ser estabelecidas 
a partir de embriões de baixa qualidade plaqueados inteiros após hatching 
espontâneo ou remoção da zona pelúcida. Porém, todas as metodologias 
listadas ainda geram linhagens de hESC que diferem significantemente das 
linhagens de ESC murinas em morfologia, estabilidade epigenética e cinética 
de crescimento, entre outras características*. 

Mais recentemente, os efeitos positivos do uso de níveis fisiológicos de 
oxigênio durante a cultura e manutenção das linhagens de hESC foi rela- 
tado**. Além disso, células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) 
derivadas na presença de inibidores de quinases e hLIF demonstraram ser 
mais similares a mESC*. Esses achados ainda precisam ser confirmados por 
outros grupos de pesquisa para serem consolidados, mas possuem o poten- 
cial de promover grandes mudanças nesse campo de estudo. Finalmente, 
temos que levar em consideração a heterogeneidade genética humana, fator 
que adiciona mais um nível de complexidade às hESC se comparadas às 
suas correspondentes murinas - geralmente derivadas de animais isogênicos, 
em sua grande maioria pertencentes à linhagem 129/Sv. Podemos, para os 
próximos anos, antecipar melhoras importantes nas condições metodológi- 
cas empregadas durante o estabelecimento e cultivo de novas linhagens de 
hESC, o que tornará essas células ainda mais adequadas, tanto para a utili- 
zação em pesquisa básica, quanto para o uso em terapia celular. 


16.6 PROTOCOLO PARA DERIVAÇÃO DE LINHAGENS DE hESC 


16.6.1 Preparo da camada de células 
de suporte (feeder cells) 


Podem ser utilizados como feeders fibroblastos de origem humana — den- 
tre eles os mais utilizados são os fibroblastos de prepúcio humano (HFF) 
- ou fibroblastos de origem murina, como os fibroblastos embrionários de 
camundongos (MEF), amplamente utilizados em protocolos de derivação. 
Descreveremos aqui o protocolo de preparo e cultivo de MEF. 
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16.6.2 Isolamento, preparação e cultivo inicial de MEF 


Material 


1XDPBS (tampão fosfato salino de Dulbecco) livre de Ca** e Mg?* 
(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, no calcium, no magnesium, 
Life Technologies™ — Gibco®, Cat# 14190-144) 

0,05% Tripsina/EDTA (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
25300-054) 

0,25% Tripsina/EDTA (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
25200-056) 

Alcool 70% 

Solução de gelatina 0,01% em agua (StemCell Technologies™, Cat# 
07903) 

Tubos de centrifuga de 50 mL 

Placas de Petri estéreis com 100 mm de diâmetro 

Placas de Petri estéreis com 60 mm de diâmetro 

Garrafas de cultura de T'75 estéreis e aderentes 

Tesouras e pinças estéreis 

Meio MEF (ver a seguir) 

DNAse I (opcional) 


Meio MEF 


1X DMEM High Glucose (Life Technologies!M — Gibco®, Cat# 
11960-044) 

10% FBS ES-Qualified (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
16141-079) 

2 mM GlutaMAX™ Supplement (Life Technologies™ — Gibco®, Cat# 
35050-061) 

100 U/mL penicilina / 100 pg/mL estreptomicina (Life Technologies™ 
— Gibco®, Cat# 15140-122) 

1 X (0,1 mM) aminoácidos não essenciais (Life Technologies!M — 
Gibcoº, Cat 11140-050) 

1 mM piruvato de sódio (Life Technologies!M — Gibco”, Cat 
11360-070) 

10 mM HEPES (Life Technologies!M — Gibco”, Cat & 15630-080) 
0,055 mM 2-mercaptoetanol (Life Technologies!M — Gibco®, Cat# 
21985-023) 
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Preparar o meio e filtrar (filtro de 22 uM). O meio deve ser guardado 
em geladeira e pode ser utilizado por até duas semanas. 


Procedimento 


1) 


10) 


11) 


12) 


13) 


O tempo de gestação de camundongos para obter as células deve ser de 
12,5 a 14,5 dias pós-coito. As fêmeas grávidas devem ser sacrificadas por 
deslocamento cervical. 

Esterilizar a região abdominal das fêmeas antes do procedimento com 
álcool 70%. 

Abrir a cavidade abdominal com o auxílio de tesouras e pinças 
esterilizadas. 

Retirar o útero e colocar imediatamente os cornos uterinos em uma placa 
de Petri (100 mm) contendo DPBS. Retirar os fetos com o auxílio de 
tesouras. 

Transferir os fetos para nova placa de Petri (100 mm) contendo DPBS. 
Repetir o processo pelo menos três vezes até que o DPBS esteja livre de 
sangue. 

Com o auxílio de uma lupa, remover a cabeça e as vísceras (áreas ver- 
melhas) dos fetos, preservando as demais partes. Os membros e cauda 
também podem ser retirados, preservando-se apenas o tronco. 
Recomenda-se que a partir de agora todo o processo seja realizado em 
ambiente estéril. Transferir os tecidos para nova placa de Petri (60 mm) 
contendo cerca de 2 mL de DPBS. Lavar os tecidos até que eles estejam 
totalmente livres de sangue, transferindo-os para novas placas de Petri (60 
mm) contendo DPBS. 

Transferir os tecidos para uma nova placa de Petri (60 mm) contendo 
cerca de 1 mL de tripsina 0,05% para cada dois fetos. O ideal é trabalhar 
com até cinco fetos por vez. 

Com o auxílio de uma tesoura, cortar rapidamente todo o feto em peque- 
nos pedaços (1 mm a 2 mm). 

Transferir os fragmentos e a tripsina para um tubo de centrífuga e incu- 
bar por 10 minutos a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. Não deixar os teci- 
dos durante muito tempo na tripsina para evitar a morte celular. 

Após o período de incubação, neutralizar a tripsina com meio MEF (o 
volume de meio MEF adicionado deve ser pelo menos duas vezes o volume 
utilizado de tripsina). 

Com o auxílio de uma pipeta sorológica de § mL ou 10 mL, pipetar vigo- 
rosamente para se obter células isoladas em suspensão. Neste momento, 
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pode-se formar um gel devido ao DNA proveniente do rompimento de 
células. Para evitar isso, pode-se adicionar DNAse I (1 pg/mL) à prepara- 
ção, que deve ser novamente incubada a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade 
por cerca de 5 minutos. 

Centrifugar a 230 g por 5 minutos em temperatura ambiente. 

Retirar o sobrenadante e ressuspender as células em meio MEF aquecido 
(use cerca de 25 mL de meio por feto). 

Plaquear as células em um frasco de cultivo de 75 cm? (utilizar um frasco 
por feto) tratado previamente com gelatina. O pré-tratamento com gela- 
tina é realizado adicionando-se 10 mL da solução 0,01% de gelatina ao 
frasco que deve ser deixado à temperatura ambiente por pelo menos 20 
minutos. Após esse período, a solução de gelatina deve ser descartada e as 
células em meio MEF imediatamente plaqueadas. 

No dia seguinte ao plaqueamento, trocar o meio de cultura para retirar 
células que não aderiram e as células mortas e adicionar meio MEF fresco 
mantido à temperatura ambiente. 

As células deverão ser passadas cerca de 3 a 5 dias após plaqueamento — 
quando cobrirem aproximadamente 90% da placa (90% confluente) — na 
proporção de 1:3. 

Congelar as células em passagens baixas (segunda ou terceira passagem) 
em meio de congelamento (70% meio MEF, 20% FBS, 10% DMSO) para 
que futuramente possam ser expandidas, inativadas e empregadas como 
feeders nos procedimentos de derivação e cultivo de hESC. 


16.6.3 Passagem dos MEF 


Material 


1XDPBS livre de Ca” e Mg? (Life Technologies!M — Gibcoº, Cat 
14190-144) 

Solução de gelatina 0,01% em água (StemCell Technologies™, Cat# 
07903) 

0,25% Tripsina/EDTA (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
25200-056) 

Tubos de centrífuga de 15 mL ou 50 mL 

Garrafas de cultura de T75 estéreis e aderentes 

Meio MEF (ver item 16.6.2) 
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Procedimento 

1) Retirar o meio das garrafas e lavar as células delicadamente com 10 mL 
de DPBS por duas vezes. 

2) Aspirar o DPBS e adicionar à garrafa de cultura contendo MEF cerca de 
5 mL de tripsina/EDTA 0,25% agitando gentilmente para garantir que 
todas as células estejam cobertas com a tripsina. 

3) Incubar 3 a S minutos a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade (ou até que as 
células se soltem do frasco). 

4) Após esse período, observar ao microscópio se as células estão em sus- 
pensão. Em caso negativo, incubar por mais três minutos, certificar nova- 
mente que as células estão em suspensão e isoladas. 

5) Neutralizar a tripsina adicionando cerca de 10 mL a 15 mL de meio MEF 
ao frasco de cultura. 

6) Transferir para tubos de centrifuga e centrifugar 5 minutos a 230 g, tem- 
peratura ambiente. 

7) Retirar o sobrenadante e ressuspender as células em 15 mL de meio MEF. 

8) Dividir as células para 3 frascos de T75 pré-tratados com gelatina con- 
tendo 10 mL de meio MEF. Alternativamente, os MEF podem ser conge- 
lados para uso futuro. 


16.6.4 Inativacao dos MEF com mitomicina-C 


À inativação dos MEF é um passo importante no protocolo de derivação 
e cultivo de hESC. Esse procedimento tem como objetivo bloquear a multi- 
plicação dos MEF para que essas células não concorram com as hESC culti- 
vadas sobre eles, impedindo o crescimento das colônias de hESC. O procedi- 
mento de inativação dos MEF pode ser realizado através do uso de radiação 
gama ou da droga mitomicina-C (um antibiótico antitumoral que promove 
a ligação cruzada entre as cadeias complementares do DNA, prevenindo a 
separação dessas cadeias e, portanto, a replicação do DNA, o que impede a 
progressão no ciclo de divisão celular). Os MEF inativados podem ser con- 
gelados para uso futuro ou utilizados logo após o tratamento de inativação. 
Descreveremos a seguir o protocolo de inativação de MEF por tratamento 
com mitomicina-C. É importante ressaltar que, sendo a mitomicina-C um 
reagente tóxico, deve-se adotar cuidado especial durante sua manipulação e 
descarte. Todo o material utilizado durante a inativação dos MEF por mito- 
micina-C deve ser descartado de acordo com as regras de descarte de lixo 
tóxico/químico em recipientes e com coleta apropriados. 
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Material 


Frasco T75 contendo MEF ativos 

1XDPBS livre de Ca** e Mg** (Life Technologies!M — Gibcoº, Cat 
14190-144) 

Solução de gelatina 0,01% em agua (StemCell Technologies™, Cat# 
07903) 

0,25% Tripsina/EDTA (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
25200-056) 

Mitomicina-C (Sigma-Aldrich®, Cat# M4287) 

Tubos de centrifuga de 50 mL 

Para contagem das células: tubos plasticos estéreis de 1,5 mL, Trypan 
Blue, camara de Neubauer 

Meio MEF (ver item 16.6.2) 


Procedimento 


1) 


is 


B 


4) 
5) 
6) 


7) 
8) 


A solução de tratamento por mitomicina é preparada adicionando-se 
180 pL de solução estoque de mitomicina C (C = 0,5 pg/ul em PBS) em 
9 mL de meio MEF (concentração final = 10 pg/mL). 

Retirar o meio de cultura de um frasco T75 contendo MEF ainda ativos, 
adicionar a solução de tratamento por mitomicina ao frasco e retornar as 
células para a incubadora a 37 ºC, 5% CO,, 95% umidade por 3 horas. 
Retirar a solução de tratamento por mitomicina cuidadosamente do 
frasco (essa solução deve ser descartada em lixo tóxico/químico) e lavar 
as células duas vezes em DPBS (25 mL de DPBS para cada lavagem). O 
DPBS utilizado durante a lavagem dos MEF também deve ser descartado 
em lixo tóxico/químico. 

Adicionar 3 mL a 5 mL de tripsina 0,25% ao frasco e incubar as células a 
37 °C, 5% CO,, 95% umidade, por 5 minutos até que se soltem do frasco. 
Neutralizar a tripsina adicionando 15 mL de meio MEF ao frasco, trans- 
ferir as células em suspensão para um tubo de centrífuga. 

Centrifugar a 230 g por 5 minutos à temperatura ambiente. 

Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em 6 mL de meio MEF. 
Coletar 10 pL da suspensão de células e misturar a 10 pL de Trypan Blue 
em um eppendorf. Após 2 minutos, 10 pL dessa mistura são aplicados à 
câmara de Neubauer para contagem do número de células viáveis. 
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9) As MEF tratadas com mitomicina podem ser imediatamente plaqueadas 
em placas de cultura previamente tratadas com 0,01% gelatina e retorna- 
das à incubadora a 37 ºC, 5% CO,, 95% umidade, ou, alternativamente, 
centrifugadas novamente a 230 g por 5 minutos à temperatura ambiente, 
ressuspendidas em volume apropriado de meio MEF de congelamento e 
congeladas para uso futuro. 


16.6.5 Plaqueamento de MEF inativados para 
uso em derivações e cultivo de hESC 


Material 

e MEF inativados 

e Solução de gelatina 0,01% em agua (StemCell Technologies™, Cat# 
07903) 

e Placas aderentes de poço central (Falcon® 60mm Center Well Organ 
Culture Dish, Corning© Cat#353037, para utilização em derivações 
de hESC) ou placas aderentes de 35 mm (para utilização em derivação 
e cultivo de hESC) 

e Meio MEF (ver item 16.6.2) 


Procedimento 

1) Pré-tratar as placas com solução de gelatina 0,01% (500 pL para pla- 
cas de poço central ou 1 mL para placas de 35 mm) por pelo menos 20 
minutos a temperatura ambiente. A solução de gelatina deve ser retirada 
imediatamente antes do plaqueamento dos MEF. 

2) Para cada poço, plaquear aproximadamente 10° MEF inativados/cm* em 
meio MEF (800 pL de meio MEF para placas de pogo central ou 2 mL 
para placas de 35 mm). 

3) Incubar a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. 

4) Cerca de 24 horas após o plaqueamento, verificar se as células estão cor- 
retamente plaqueadas (bem distribuídas e com confluência adequada, que 
deve ser de cerca de 90%). A placa contendo MEF inativados está pronta 
para ser utilizada nos procedimentos de derivação ou cultivo de hESC. 
Uma vez que os MEF inativos tem período de viabilidade curto, MEF pla- 
queados há mais do que três dias não devem ser utilizados para derivação 
ou cultivo de hESC. 
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16.7 DERIVAÇÃO E CULTIVO DE NOVAS LINHAGENS DE hESC 


16.7.1 Derivação de novas linhagens de hESC 


A derivação de novas linhagens de hESC no Brasil é realizada a partir 
de embriões excedentes de clínicas de reprodução humana, procedentes de 
tratamentos para infertilidade e considerados inviáveis para transferência. 
De acordo com a Lei de Biossegurança nº 11.105, de 24 de março de 2005, 
são requisitos para o uso de embriões humanos em pesquisa: os embriões 
devem ser considerados inviáveis para transferência (apresentar baixa qua- 
lidade embrionária) e devem ter sido congelados há pelo menos três anos ou 
considerados inviáveis pelo resultado anormal obtido através de diagnóstico 
genético pré-implantacional (PGD) e devem ser doados para pesquisa com 
consentimento informado do casal. Em geral, deve haver um trabalho cola- 
borativo entre o centro de pesquisa que irá estabelecer as novas linhagens e 
as clínicas de reprodução assistidas envolvidas. 

Os embriões utilizados para derivações de linhagens de hESC devem 
estar em estágio de blastocisto (dia cinco ou dia seis), de preferência com 
boa visualização da ICM e trofoectoderma. Quando não ocorre o hatching 
espontâneo, é necessária a remoção da zona pelúcida do embrião que, em 
geral, pode ser feita de forma química (com a utilização do ácido de Tyrode), 
enzimática (com o uso de pronase), manualmente, ou ainda com a utilização 
de equipamentos apropriados para dissecção mecânica (micromanipulador) 
ou a laser. Uma vez que o embrião apresente-se livre da zona pelúcida pode 
ser plaqueado inteiro sobre a camada de feeders inativados, mas o ideal é 
que seja feita a separação da ICM do blastocisto de modo que a ICM possa 
ser plaqueada isoladamente do trofoectoderma. Esse procedimento pode ser 
realizado através de imunocirurgia, lise hipotônica, isolamento manual da 
ICM ou, ainda, com a utilização de micromanipulador ou equipamento de 
dissecção a laser. Além disso, diferentes meios de cultura podem ser utiliza- 
dos para derivação e cultivo de linhagens de hESC. Descreveremos a seguir 
o processo de derivação através de remoção manual da zona pelúcida e 
isolamento manual da ICM e com o uso de meio de cultura baseado em 
KO-DMEM, KSR e bEGF. 


Material 
e Embrião humano qualificado para uso em pesquisa de acordo com a 
Lei de Biossegurança nº 11.105, de 24 de março de 2005 
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e Placas aderentes contendo MEF inativados já plaqueados 

e Placas de cultivo não aderentes de 35 mm para lavagem do embrião, 
remoção da zona pelúcida e isolamento da ICM 

e Meio de cultivo de embrião (observação: diferentes meios podem 
ser utilizados, como o Modified HTF Medium with Gentamicine 
— HEPES, Irvine ScientificO, Catf 90126, utilizado também para 
transporte do embrião da clínica de reprodução assistida para o labo- 
ratório. Em geral, recomenda-se utilizar o mesmo meio de cultura 
para embrião usado pela clínica de reprodução onde o embrião foi 
gerado) 

e 1XDPBS livre de Ca?* e Mg?* (Life Technologies!M — Gibco”, Cat& 
14190-144) 

¢ Stripper® micropipetter (Mid Atlantic, Cat# MXL3-STR) 

e Stripperº tips (150 um, 175 um e 200 um, MidAtlantic Inc., Cat# 
MXL3-150, MXL3-175, MXL3-200) 

e Lâminas ultra sharp splitting blades (Bioniche Animal Health USAO, 
Cat# ESE020) 

e Meio hESC (ver a seguir) 


Meio hESC 

¢ 1X KO-DMEM (Knockout™-DMEM, Life Technologies™ — Gibco®, 
Cat# 10829-018) 

¢ 20% KnockOut™ Serum Replacement (Life Technologies™ -— 
Gibco®, Cat# 10828-028) 

e 1X (ou 0,1 mM) aminoácidos não essenciais (Life Technologies!M — 
Gibco”, Cat 11140-050) 

e 50 U/mL penicilina/ 50 pg/mL estreptomicina (Life Technologies!M — 
Gibcoº, Cat& 15140-122) 

e 2 mM GlutaMAX™ Supplement (Life Technologies™ — Gibco®, Cat# 
35050-061) 

e 0,055 mM 2-mercaptoetanol (Life Technologies™ -— Gibco®, Cat# 
21985-023) 

¢ 8 ng/ml bFGF (EMD Millipore©, Cat# GF003) 

e Observação: O bFGF deve ser adicionado ao meio imediatamente 
antes do uso para evitar degradação. Preparar o meio sem bFGF e 
filtrar (filtro de 22 um). O meio hESC pode ser mantido em geladeira 
por até 10 dias. Antes de utilizar, aliquotar o volume que irá utilizar, 
aquecer a alíquota a 37 °C e adicionar o bFGF imediatamente antes 
de colocar o meio de cultura em contato com as células. 
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Procedimento 


1) 


Preparar as placas contendo os MEF inativados no dia anterior ao pla- 
queamento do embrião (ou no máximo três dias antes), de acordo com o 
protocolo descrito acima. 

No dia do processamento do embrião, retirar o meio antigo da placa 
contendo o MEF e lavar uma ou duas vezes com DPBS para retirar o FBS 
contido no meio MEF. Adicionar meio hESC à placa e deixar em incuba- 
dora até o momento de plaqueamento do embrião/ICM. 

Verificar a qualidade do embrião. Para blastocistos de boa qualidade com 
fácil visualização da ICM e trofoectoderma, a ICM pode ser isolada. Blas- 
tocistos de qualidade não muito boa podem ser plaqueados inteiros após 
remoção da zona pelúcida (ZP). 

Se o blastocisto já apresentar hatching espontâneo, transferi-lo direta- 
mente para uma placa de cultura de 35 mm contendo meio de embrião (2 
mL) para isolamento da ICM. Se o blastocisto não apresentar hatching 
espontâneo, a zona pelúcida deve ser retirada. A remoção mecânica da ZP 
deve ser realizada com o uso de lâminas (ultra sharp splitting blades) 
previamente tratadas com álcool 70%, secas ao ar e lavadas em meio 
de embrião. Para remoção da ZP, transferir o embrião para uma placa 
de poço central contendo meio de embrião. Visualizar o blastocisto sob 
estereomicroscópio para se certificar da localização da ZP de maneira 
que se possa fazer um corte com a lâmina no polo oposto à ICM. A ZP 
pode ser bastante elástica, o que pode dificultar sua abertura. Fazer uma 
pequena pressão sobre o embrião, de maneira delicada, e tentar fazer a 
abertura com a ponta da lâmina. Após a abertura, o embrião pode ser 
isolado da ZP com a própria lâmina ou com o auxílio de uma Stripper® 
micropipetter (175 um ou 200 um) (Figura 16.4). Evitar cortar o plástico 
da placa. Neste momento, o blastocisto pode colapsar e tornar impossível 
a visualização do trofoectoderma. Nesse caso, deve ser plaqueado inteiro. 


Caso seja possível visualizar a ICM após a remoção da ZP, a ICM pode 
ser mecanicamente separada do trofoectoderma adjacente com o auxílio 
da lâmina ou de uma Stripperº micropipetter (150 um ou 175 um) e 
plaqueada já livre de trofoectoderma. O blastocisto livre da ZP apresenta 
uma menor resistência e elasticidade, sendo possível cortá-lo facilmente 
com o auxílio da lâmina. Após ter certeza da localização da ICM, deve-se 
fazer um corte bem próximo da ICM, deixando a menor quantidade pos- 
sível de trofoectoderma. Nesse momento, o blastocisto pode ficar aderido 
à placa. Para não causar muito dano à ICM, deixar a placa parada por 
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Figura 16.4 (A) Fotografia de blastocisto humano evidenciando as estruturas que o compõem; e (B) sequência de fotografias demons- 





trando o procedimento de remoção manual da zona pelúcida. 


alguns minutos para que a ICM se solte, ou tentar soltá-la com o auxílio 
da Stripperº micropipetter ou da própria lâmina. Importante: proteger 
a ICM o máximo possível. Caso isso não seja viável, dar preferência ao 
plaqueamento do embrião inteiro. 

Com o auxílio de uma Stripperº micropipetter, transferir o blastocisto 
inteiro livre de ZP ou ICM para gotas de 50 pL contendo meio hESC 
preaquecido para lavagem. Repetir a lavagem mais duas vezes (se transfe- 
rir a ICM, tomar muito cuidado durante a lavagem ou transferir a ICM 
diretamente para a placa contendo MEF em meio hESC). 

Transferir o embrião inteiro ou ICM para a placa contendo o MEF e meio 
hESC e incubar a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. A placa não deve ser 
movida ou manipulada por 48 horas, a fim de permitir que o embrião/ 
ICM possa aderir à placa. 

Após esse período, trocar o meio diariamente e acompanhar o desenvolvi- 
mento das hESC. O critério para escolha do momento certo para primeira 
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passagem vai depender em parte se o embrião foi plaqueado inteiro ou 
se apenas a ICM foi plaqueada, assim como da quantidade de trofoecto- 
derma presente. Se o embrião foi plaqueado inteiro ou com grande quan- 
tidade de trofoectoderma, deve-se observar o crescimento das células epi- 
blásticas-like (ICM) e das células do trofoectoderma. Esses dois tipos de 
células apresentam morfologia diferente — enquanto as células derivadas 
ICM são menores, arredondadas e crescem bastante juntas, as células 
derivadas do trofoectoderma são maiores e tendem a crescer mais achata- 
das e de forma mais afastada umas das outras (Figura 16.5). Se as células 
derivadas da ICM estiverem isoladas das células do trofoectoderma, a 
primeira passagem pode ser realizada após 10 ou mais dias a partir do 
plaqueamento. Mas se as células estiverem comprimidas pelas células do 
trofoectoderma, a passagem deve ser realizada mais precocemente, 4 ou 
5 dias após o plaqueamento do embrião. Geralmente, a passagem pode 
ser feita entre os dias 5 e 8 após o plaqueamento, no máximo 14 dias, e 
deve ser feita cortando-se as células derivadas da ICM de forma a evitar 
a passagem concomitante das células do trofoectoderma. Após as pri- 
meiras passagens, as colônias de hESC geralmente apresentam superfície 
mais homogênea e suas margens são mais facilmente identificadas (Figura 
16.6). O protocolo de passagem de hESC está descrito a seguir. 


16.7.2 Passagem manual e cultivo de hESC 


Durante o cultivo de hESC, vários parâmetros devem ser levados em 
consideração para a manutenção das células em estado indiferenciado. As 
células podem ser cultivadas sob uma camada de feeder (murino ou humano) 
e meio hESC, ou cultivadas sob suportes acelulares (matrizes proteicas) como 
por exemplo Matrigel™ (BD Biosciences™), Geltrex® (Life Technologies™ 
— Gibco®), vitronectina ou laminina. Nesses casos, o meio utilizado deve 
ser um meio comercial, definido, como, por exemplo, mTeSR1™ (StemCell 
Technologies™), TeSR™-E8™ ou Essential 8™ (StemCell Technologies™ ou 
Life Technologies™ — Gibco®) ou outro equivalente. 

Diversos métodos de passagem podem ser empregados durante o cultivo 
de hESC, incluindo métodos enzimáticos (colagenase, dispase, Accutase”), 
químicos (baseados em EDTA), ou passagem manual. 

Descreveremos aqui o método de passagem manual para células culti- 
vadas sobre feeders. O mesmo procedimento pode ser adaptado para célu- 
las cultivadas sobre Matrigel!M ou Geltrex!M, que constituem os tipos mais 
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Figura 16.5 Derivação da linhagem de hESC BR-1. Imagem das células nos dias 5 (A), 8 (B), 10 (C) e 12 (D) apds o plaqueamento 
do embrião. O embrião livre de zona pelúcida foi primeiramente plaqueado em placa revestida com Matrigel™. A partir do sexto dia 
foram acrescentados MEF à cultura. Aumento de 100 X. 





Figura 16.6 Colônias de hESC da linhagem BR-1 em MEF após a primeira (A) e terceira (B) passagens. Aumento de 100 X. 
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utilizados de suporte acelular. Nesses casos, o tempo de passagem para hESC 
deve ser determinado pela densidade e tamanho estimado das colônias e é, 
geralmente, de cerca de 4 a 6 dias, sendo que algumas linhagens apresen- 
tam taxa de crescimento bastante rápida e outras um pouco mais lenta. No 
momento da passagem, as colônias devem conter aproximadamente 300 a 
500 células, independentemente do número de colônias presentes na placa. 
Porém, a densidade das colônias na placa não deve nunca ser alta a ponto de 
que as colônias formem uma monocamada ou toquem nas colônias vizinhas. 
Colônias muito grandes — que ocupam todo o espaço da área do microscó- 
pio quando visualizadas em microscópio sob objetiva de 10 X (aumento 
total de 100 X) — ou placas apresentando densidades muito altas de colônias 
podem resultar em diferenciação celular espontânea. 


Material 
e Placas aderentes de 35 mm contendo MEF inativados já plaqueados 
e Meio hESC contendo bFGF (ver item 16.7.1) 
e Seringa de insulina com agulha estéril 
e Ponteiras plásticas para micropipeta P200 estéreis ou cell scraper 


Procedimento 

1) Preparar as placas contendo MEF inativados no dia anterior à passa- 
gem (ou no máximo três dias antes), de acordo com o protocolo descrito 
anteriormente. 

2) Antes da passagem manual, verificar se as colônias de hESC apresentam 
algum tipo de diferenciação. Em caso afirmativo, retirar as porções de 
colônia diferenciadas com o auxílio de uma ponteira de micropipeta sob 
visualização em lupa ou microscópio de luz invertido e dentro do fluxo 
laminar. 

3) Retirar o meio de cultura antigo contendo os fragmentos diferenciados 
em suspensão e adicionar meio hESC fresco (2 mL de meio hESC por 
placa de 35 mm). 

4) Sob a lupa ou microscópio de luz invertido, cortar as colônias com o auxí- 
lio de uma seringa de insulina, fazendo riscos na colônia do tipo “jogo 
da velha”. Um fator importante na passagem manual é o tamanho dos 
fragmentos. Eles não devem ser muito grandes nem muito pequenos. Os 
fragmentos devem conter cerca de 50 a 100 células, ou seja, numa colônia 
com aproximadamente 300 células, a colônia deve ser fragmentada em 
seis pedaços, cada um com aproximadamente 50 células. 
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5) 


6) 


10) 


Com o auxílio do cell scraper ou ponteira de micropipeta, levantar gen- 
tilmente os fragmentos de colônias cortados para evitar que se quebrem 
ainda mais ou que as células se danifiquem. 

Após todos os fragmentos de colônia estarem descolados da placa, trans- 
ferir com o auxílio de uma pipeta sorológica de 2 mL os fragmentos de 
colônia em suspensão para placas de cultivo novas contendo MEF inativa- 
dos e previamente lavadas com meio hESC (para remoção do meio MEF 
residual). Divida os fragmentos na proporção de 1:2 ou 1:3. Se uma placa 
estiver com densidade alta e colônias grandes, pode-se aumentar a taxa de 
divisão. Vale notar que densidades de plaqueamento muito altas ou muito 
baixas podem resultar em diferenciação das colônias. 

Transferir as células para incubadora a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. 
Deixar as placas na incubadora por 48 horas antes de trocar o meio nova- 
mente, sem movê-las ou manipulá-las. Esse tempo é necessário para que 
os fragmentos possam aderir à nova placa e iniciar o crescimento. 

Após 48 horas, remover o meio de cultura das placas, adicionar cuidado- 
samente meio hESC fresco preaquecido e retornar as placas à incubadora 
a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. 

A partir daí, trocar o meio de cultura diariamente até o momento da 
próxima passagem. 


16.7.3 Congelamento e descongelamento de hESC 


As hESC são extremamente frágeis ao processo de congelamento e des- 
congelamento, e por isso devem ser sempre manuseadas de forma delicada 
e com muito cuidado. Para o congelamento, o tamanho dos fragmentos 
deve ser duas vezes maior que o tamanho de passagem para subcultivo. Vale 
notar que a taxa de recuperação dos fragmentos de colônia congelados é 
muito baixa e, por isso, geralmente, os fragmentos obtidos a partir de uma 
a três placas de cultura (dependendo da densidade) devem ser congelados 
em um único criotubo e descongelados e plaqueados na mesma área de uma 
placa original. 


16.7.3.1 Congelamento 


Material 


Meio hESC (ver item 16.7.1) 
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e Meio hESC de congelamento (ver a seguir) 

Seringa de insulina com agulha estéril 

e Ponteiras plásticas para micropipeta P200 estéreis ou cell scraper 
Tubo de centrífuga de 15 mL 

Criotubo de 2 mL 

Container para congelamento (como Mr. Frosty freezing container, 
Thermo-Scientific™ — Nalgene®, Cat# 5100-001) 

¢ Isopropanol 


Meio de congelamento para hESC 
e 50% meio hESC 
e 40% FBS ES-Qualified (Life Technologies™ - Gibco®, Cat# 
16141-079) 
¢ 10% DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich®, Cat# D2650) 


Procedimento 

1) Remover o meio de cultura da placa de 35 mm contendo as colônias a 
serem congeladas e adicionar à placa 2 mL de meio hESC fresco aquecido. 

2) Sob a lupa ou microscópio de luz invertido, cortar as colônias com o 
auxílio de uma seringa de insulina, fazendo riscos na colônia do tipo 
“Jogo da velha”. Os fragmentos de colônia devem conter cerca de 100 a 
200 células). 

3) Com o auxílio do cell scraper ou ponteira de micropipeta, levantar gen- 
tilmente os fragmentos de colônias cortados para evitar que se quebrem 
ainda mais ou que as células se danifiquem. 

4) Após todos os fragmentos de colônia estarem descoladas da placa, trans- 
ferir com o auxílio de uma pipeta sorológica de 2 mL o meio de cultura 
contendo os fragmentos de colônia em suspensão para um tubo de centrí- 
fuga e centrifugar a 230 g por 5 minutos a temperatura ambiente. 

5) Remover o sobrenadante e ressuspender gentilmente os fragmentos de 
colônias em 1 mL de meio de congelamento para hESC gelado. 

6) Transferir as células em meio de congelamento para hESC para um crio- 
tubo de 2 mL de capacidade, transferir o criotubo para um container tipo 
Mr. Frosty contendo isoprapanol e imediatamente transferir o container 
tipo Mr. Frosty para o freezer a -80 °C. 

7) Após pelo menos 24 horas a -80 °C, os criotubos devem ser transferidos 
rapidamente para o nitrogênio líquido para estocagem. 
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16.7.3.2 Descongelamento de hESC 


Material 


Placas aderentes contendo MEF inativados já plaqueados 
Meio hESC contendo bFGF (ver item 16.7.1) 
Tubo de centrífuga de 15 mL 


Procedimento 


1) 


Preparar as placas contendo MEF inativados no dia anterior ao descon- 
gelamento (ou no máximo três dias antes), de acordo com o protocolo 
descrito anteriormente. 

Preparar um tubo de centrífuga de 15 mL contendo cerca de 8 mL de 
meio hESC preaquecido a 37 °C. 

Descongelar a aliquotas estocadas em nitrogénio liquido em banho-maria 
a 37 °C por 2 a 3 minutos. 

Transferir rapidamente o criotubo contendo os fragmentos de colônia 
descongelados para o fluxo laminar, adicionar cuidadosamente 1 mL de 
meio hESC preaquecido a 37 ºC ao criotubo e ressuspender gentilmente 
as células no criotubo pipetando apenas uma vez com o auxílio de pipeta 
sorológica de 2 mL. 

Transferir o conteúdo do criotubo para o tubo de centrífuga contendo 
meio hESC e centrifugar os fragmentos de colônia a 130 g por 5 minutos. 
Descartar o sobrenadante e ressuspender gentilmente os fragmentos de 
colônia em volume apropriado de meio hESC, pipetando lentamente para 
cima e para baixo por poucas vezes. 

Transferir os fragmentos de colônia para placas contendo MEF inativados 
e previamente lavadas com meio hESC (para remoção do meio MEF resi- 
dual) e incubar a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade por 48 horas, sem mexer 
ou manipular a placa, antes da primeira troca de meio de cultura. Esse 
tempo é necessário para que os fragmentos possam aderir à nova placa e 
iniciar o crescimento. 

Após 48 horas, remover o meio de cultura das placas, adicionar cuidado- 
samente meio hESC fresco preaquecido e retornar as placas a incubadora 
a 37 °C, 5% CO,, 95% umidade. 

A partir daí, trocar o meio de cultura diariamente até o momento da 
próxima passagem. 
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17.1 INTRODUÇÃO 


As encefalopatias espongiformes transmissíveis (EET) são um grupo de 
doenças neurodegenerativas fatais que afetam tanto animais quanto seres 
humanos (Figura 17.1), podendo apresentar-se na forma esporádica, com 
determinantes genéticos ou de caráter adquirido. 
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A principal característica das EET é a formação de espongiose no encé- 
falo com intensa perda neuronial e formação de placas amiloides, levando 
a um quadro clínico de demência rapidamente progressiva!. Essas mudan- 
ças estão associadas com o acúmulo de uma proteína resistente a proteases 
conhecidas como proteinaceous infections only (prion)? (Figura 17.2). Pela 
primeira vez na história, uma proteína foi descrita como agente etiológico 
responsável por uma doença transmissível, e essa teoria foi recebida com 
grande ceticismo pela maior parte da comunidade científica, já que contra- 
dizia a ideia de que patógenos deveriam conter DNA ou RNA. No entanto, 
o conceito acabou prevalecendo e rendeu o Prêmio Nobel de Medicina de 
1997 a Stanley B. Prusiner, autor da ideia?>. 

Dentre as patologias causadas pelos prions que atingem os animais estão: 
o scrapie em ovinos, a doença crônica debilitante em cervídeos e a encefa- 
lopatia espongiforme bovina (EEB) em gado. Dentre as formas humanas 
estão a síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS), a insônia fami- 
liar fatal (IFF) e a doença de Creutzfeldt-Jakob (DCJ), a doença humana 
causada por prions mais comum. 


Encefalopatia Gerstmann-Sträussler- 
Espongiforme SENINE, Insônia Séraple 
Bovina Familial Fatal ; 
Creutzfeldt-Jakob 








F 


Figura 17.1 Formas mais comuns de encefalopatias espongiformes e respectivas espécies acometidas. 





A EEB foi uma doença alarmante durante a década de 1990, atingindo 
grande parte do gado do Reino Unido e de outros países da Europa, e foi 
responsável pela transmissão da encefalopatia bovina para humanos cau- 
sando a nova variante da doença de Creutzfeldt-Jakob (vDCJ). 
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A mais surpreendente das descobertas da área de estudos com prion foi o 
fato de essa enfermidade nem sempre ser maléfica. De fato, todos os animais 
estudados, inclusive o homem, possuem um gene que codifica essa proteína. 
A forma normal da proteína, conhecida como proteína prion celular (sigla 
em inglês: PrPS), aparece predominantemente no sistema nervoso central, e 
tem um papel crucial na manutenção do funcionamento do neurônio. Por 
outro lado, a proteína que pode causar a doença ficou conhecida como pro- 
teina prion scrapie (PrP*), j4 que scrapie foi a primeira doença causada por 
prion descrita. 


17.2 FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DE PrP‘ 


A proteína PrPS é sintetizada no retículo endoplasmático rugoso, enca- 
minhada para o complexo de Golgi e transportada até a superfície celular”. 
No retículo endoplasmático rugoso, o peptídeo-sinal N-terminal (aminoá- 
cidos 1-22) e o segmento hidrofóbico C-terminal (aminoácidos 231-253) 
são clivados, seguindo-se a adição da âncora de glicosilfosfatidilinositol 
(GPI)”. Além disso, duas cadeias de oligossacarídeos são adicionadas nos 
aminoácidos Asn 181 e Asn 197, e uma ponte de dissulfeto é formada entre 
os aminoácidos Cys 179 e Cys 214º?. A molécula de PrPS madura (Figura 
17.2) contém 207 aminoácidos, pode apresentar-se com duas, apenas uma 
ou mesmo nenhuma cadeia de oligossacarídeos associada e está ligada à 
face externa da membrana plasmática por uma âncora de GPI’. A região 
aminoterminal da molécula não apresenta estrutura definida (randon coil) 
e, durante a biossíntese e reciclagem da molécula, as PrP“ que não estão na 
superfície celular concentram-se no complexo de Golgi e em endossomos de 
reciclagem! 011, 

A PrPº é abundantemente expressa no sistema nervoso central (SNC), 
mas também está presente em muitos outros tecidos não neurais, incluindo 
linfócitos sanguíneos, células gastroepiteliais, coração, rim e músculo!2-1º, 
É uma proteína conservada entre as espécies, e sua similaridade está entre 
85% a 97% entre os mamíferos! e, em comparação entre primatas e o 
homem, sua similaridade está entre 92,9% a 99,6%!”. 

Atualmente, grande número de trabalhos vem demonstrando uma relação 
entre PrPC e Alzheimer. À doença de Alzheimer é uma doença neurodegene- 
rativa que tem como característica a presença de placas fibrilares amiloides 
extracelulares, composta por um peptídeo conhecido por B-amiloide. Estes 
trabalhos mostram que a proteína PrP€ tem alta afinidade pelo peptídeo 
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Dominio de ligação a Cu” 


Extremidade | 

C-terminal 4 
x Extremidade 
N-terminal 


Figura 17.2. Aspectos moleculares da proteína PrP<. A porção N-terminal (resíduos 23-124) aparece como random coil (em amarelo) 
e a âncora de GPI em cinza. Estrutura secundária: hélice A (aA; resíduos 144-156; vermelho), hélice B (aB; resíduos 177-193; verde), 
hélice C (aC; resíduos 200-223; azul claro), folhas-b b] (resíduos 128-131; vermelho) e b2 (resíduos 160-164; vermelho escuro). 
Cadeias laterais de histidina envolvidas com a ligação de cobre são mostradas em verde, na região randon coil. Resíduos de lisina e 
arginina representados em azul (Para visualizar as cores da imagem, acesse o site da Editora Blucher). 


P-amiloide e, aparentemente, essa ligação é responsável por desencadear as 
sinalizações celulares responsáveis pela morte neuronial nessa doença!*-!º. 

A PrPº, como dito anteriormente, é uma proteína acoplada à âncora 
de glicosilfosfatidilinositol (GPI); portanto, uma questão fundamen- 
tal é como ela poderia estar envolvida na transdução de sinais através da 
membrana plasmática. 

As proteínas ancoradas à GPI estão, preferencialmente, localizadas em 
domínios de membrana ricos em colesterol e esfingolipídios (conhecidos na 
literatura científica como “balsas” lipídicas)?º. Esses domínios de membrana 
contêm moléculas que recrutam proteínas especializadas em transdução de 
sinal! (Figuras 17.2 e 17.3). 

Algumas proteínas transmembranas com atividades neurotróficas mos- 
traram-se moduladas por PrPS, levando à ativação ou inibição de vias de 
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sinalização intracelulares. Assim, é possível que a PrP© possa modular a ati- 
vidade dessas proteínas tanto por interação direta quanto indireta. Dentre 
essas proteínas, temos a molécula de adesão neural (neural cell adhesion 
molecule - NCAM)2, integrinas e vitronectina?”, receptores acoplados 
às proteínas G, como receptores metabotrópicos de glutamato do tipo I 
(mGluR1 e mGluRS)?*? e receptores ligados a canais iônicos, como recep- 
tores nicotínicos de acetilcolina do tipo a7 (a7 nAChR)”. 

Além de tais evidências, há inúmeros trabalhos mostrando que a PrP“ 
interage com algumas dezenas de proteínas encontradas em diferentes com- 
partimentos celulares, como a proteína reguladora de liberação de vesículas 
sinápticas sinapsina Ib, a proteína de complexos pós-sinápticos PSD-95, a 
proteína antiapoptótica Bcl-2, o fator de transcrição nuclear Nrf2, a chape- 
ronina Hsp60, o receptor de membrana plasmática LRP1, a proteína cinase 
CK2, a proteína ligante a receptor de fator de crescimento celular Gbr, glico- 


saminoglicanas, particularmente com sulfato de heparan, dentre outras. 






meio 
extracelular 


membrana 


citoplasma 





sinalização intracelular 


Figura 17.3. Plataforma multiproteica. À PrPÉ pode mediar sinalização intracelular por se ligar a um ligante e a uma proteína transmem- 
brana envolvida com transdução de sinal. 


Algumas ligações já bem caracterizadas de PrPS (Figura 17.3) são feitas 
com as proteínas laminina (Ln) e com a proteína do tipo 1 induzida por 


718 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


estresse (stress inducible protein 1 — STI1 em camundongo, Hsp70/Hsp 90 
organizing protein — Hop, seu homólogo humano)*”. 

As lamininas compreendem uma família de macromoléculas multifuncio- 
nais e são Os principais componentes não colagênicos de membranas basais. 
Elas regulam uma variedade de fenômenos biológicos, incluindo adesão, 
crescimento, morfologia e migração celular”. Também estão envolvidas em 
processos relacionados ao sistema nervoso, como o crescimento de processos 
neuroniais (neuritos), o direcionamento do cone de crescimento e a forma- 
ção de sinapses*?*!, 

Foi demonstrado que a interação PrP“-Ln induz diferenciação neuronial?” 
e consolidação da memória de longa duração*?. Esses fenômenos podem ser 
explicados pelo fato dessa ligação estar envolvida com o desencadeamento 
de sinalizações intracelulares dependentes de cálcio. A interação PrPS-Ln 
promove um aumento na atividade da fosfolipase C (phospholipase C — 
PLC), via receptores metabotrópicos de glutamato, liberação de inositol 
3-fosfato (InsP3) que se liga a receptores específicos no retículo endoplasmá- 
tico, promovendo mobilização de estoques intracelulares de Ca*? que podem, 
ainda, promover a entrada de Ca* extracelular através da ativação de canais 
na membrana do tipo SOCs (store operated calcium channels), levando à 
ativação de proteína cinase dependente de cálcio (PKC) e à fosforilação 
de cinases reguladas por sinalização extracelular do tipo 1 e 2 (ERK1/2)?. 
As ERKs, que são encontradas no citoplasma, quando fosforiladas, podem 
sofrer uma rápida translocação para o núcleo, onde desempenham uma fun- 
ção essencial na regulação da transcrição, da replicação de DNA, remodela- 
gem da cromatina**** etc. 

Já a interação entre PrP“ e STI1 induz sinais neuroprotetores, inibindo a 
morte celular programada (apoptose) e também induzindo a diferenciação 
neuronial*8*46, Esses fenótipos parecem ocorrer devido ao desencadeamento 
de sinalizações intracelulares dependentes de cálcio e de Adenosina Mono- 
fosfato cíclica (AMPc)*º. O aumento intracelular de Ca? parece ocorrer 
através de ativação de canais iônicos identificados como receptores nico- 
tínicos de acetilcolina do tipo a7 (a7 nAChR)”. Já o aumento de AMPc no 
citoplasma pode ativar uma cascata de reações que resulta no aumento da 
atividade de enzimas, tais como a proteína cinase dependente de adenosina 
monofosfato ciclica (protein kinase A — PKA) o que, em última instância, 
pode levar à ativação de fatores de regulação gênica. Assim, o AMPc está 
relacionado com o controle da proliferação em diversos tipos celulares*”, 
além de diversos outros processos biológicos, desde a resistência bacteriana, 
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Figura 17.4 Ligantes da proteína prior-celular. A sequência de tradução da proteína prion está apresentada na forma de um bastão, com 
os domínios mais importantes mostrados em cores (números de resíduos de aminoácido relacionados à proteina prion de camundongo). 
SP: peptídeo sinalizador. OR: domínio octapeptídeo de repetição. HC: núcleo hidrofóbico. H1, H2, H3: domínios alfa-hélice. GSP: peptídeo 
sinalizador de ancoragem a GPL. Cada local de ligação molecular é indicado junto com o trecho do resíduo de aminoácido que contém o 
domínio de ligação na proteína prion de camundongos. GAC: Glicosaminoglicanos. HS: sulfato de heparan. LRP1: receptor de lipoproteina 
de baixa densidade 1. LRP/LR: receptor de laminina. Synib: Sinapsina Ib. APLP1: proteina 1 similar ao precursor amiloide. Nrf2: fator 
de transcrição. GASP: receptor associado à proteína G. HnRNP: ribonucleoproteína nuclear heterogênea. AldC: aldolase c/zebrina. Figura 
reproduzida (com permissão) de R. Linden et al, Physiology of the Prion Protein, Physiological Reviews, 88: 673-728, 2008. 


a percepção de odor, o aprendizado, a contração e o relaxamento do mús- 
culo cardíaco e a liberação de certos hormônios** (ver Figuras 17.4 e 17.5). 

Além disso, a PrP© também tem demonstrado possuir um possível papel 
na proteção celular contra o estresse oxidativo“. Há, também, evidências de 
que a PrP“ liga-se a íons de cobre*’. O cobre é um importante cofator para 
várias enzimas. Entretanto, como o cobre é altamente reativo, existem vários 
mecanismos celulares para a sua absorção e transporte”!. Quando isso não 
ocorre de maneira adequada, ele tem sido associado a patologias, incluindo 
várias doenças neurodegenerativas*2. 
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O acúmulo de PrP% pode resultar em neurodegeneração*” pela formação 
de placas amiloides que podem causar lesão estrutural nos neurônios. Mas, 
a perda de função biológica de PrPº, quando convertido a PrPS, pode levar 
a um possível mecanismo de alteração de sinalização intracelular que con- 
tribuiria para o desenvolvimento da doença. 

Como vimos anteriormente, numerosos estudos têm proposto várias fun- 
ções para a PrPS, incluindo papel em neuroproteção, inibição de apoptose, 
proteção contra estresse oxidativo, sinalização celular, adesão, mielinização, 
tráfego de íons e envolvimento na atividade sináptica*'>*. Apesar dessas evi- 
dências, ainda há um debate na literatura quanto à função biológia da PrPS, 
principalmente pela falta de fenótipos patológicos que sejam incompatíveis 
com a vida em camundongos deficientes em PrPC. Os fenótipos encontrados 
nesses animais foram descritos como alterações na transmissão neuronial e 
atividade elétrica, alterações na neurogênese, no ritmo circadiano e aumento 
da sensibilidade à isquemia, hipóxia e convulsões** *º, além de alterações na 
atenção defensiva, medo inato e ansiedade”” *. Uma explicação para estes 
fenótipos pouco letais pode ser a existência de mecanismos compensatórios 
desempenhados por proteínas com funções redundantes em relação à PrPS*, 
Alguns mecanismos compensatórios já foram descritos nas vias de sinaliza- 
ção em células provenientes destes animais, dentre os quais, hiperativação 
da via de ERK*» 46- 60 e maior atividade da integrina? avp3. Classicamente, 
as integrinas são conhecidas por constituírem uma grande família de ligantes 
na superfície celular e estão envolvidas em diversas atividades biológicas, 
como proliferação e sobrevida celular*!. 

É interessante ressaltar que os fenótipos mais relevantes relacionados 
a alterações em PrPº encontram-se em camundongos-PrP<S-deletados onde 
a expressão de moléculas de PrPº deficientes em domínios específicos, por 
meio dos quais a PrP€ liga-se com vários daqueles ligantes descritos ante- 
riormente, foi reconstituída. Esses animais desenvolvem doenças neurodege- 
nerativas severas logo nas primeiras semanas de vida”. Nesse sistema, não 
haveria mecanismos compensatórios para PrPº, o que levaria esses animais 
a apresentarem fenótipos drásticos por falta de sinalizações celulares depen- 
dentes de PrP<. 

Com base em todos esses dados, fica claro que, além da participação da 
partícula infecciosa PrPS, a proteína normal PrP“ pode participar de outros 
fenômenos patológicos ligados a outras doenças neurodegenerativas, por 
exemplo, a doença de Alzheimer e a fenótipos importantes para a manuten- 
ção da vida da célula como proteína organizadora de plataformas de sinali- 
zação intracelular responsáveis por sobrevida de divisão celular. 
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Figura 17.5 Rotas de sinalização intracelular acionadas pela proteína prion celular. Interações entre PrPC/STIT e PrPC/peptídeo y] 
de laminina. As setas vermelhas indicam a sinalização disparada pela interação entre PrPC e STIT, enquanto as setas pretas indicam a 
sinalização disparada pela interação entre PrPC e peptídeo y1 de laminina. Pep. y1 Ln = peptídeo 1 de laminina; mGluR = receptor 
metabotrópico de glutamato; o:7nAChR = receptor nicotínico de acetilcolina do tipo a7; + Ca2+ci = aumento da concentração de cálcio 
citoplasmático (Para visualizar as cores da imagem, acesse o site da Editora Blucher). 


17.3 FISIOPATOLOGIA DAS DOENÇAS PRIÔNICAS 


A ideia de que uma proteína pudesse ser o agente responsável por causar 
uma doença transmissível causou grande polêmica na comunidade cientí- 
fica, para a qual a replicação de um organismo dependia necessariamente de 
ácidos nucleicos. Entretanto, os prions apresentavam características físico- 
químicas incomuns aos patógenos até então conhecidos. Vários métodos 
utilizados para destruir patógenos eram ineficientes com os prions, que são 
altamente resistentes à alta concentração de sais e a alterações de pH**2, 
Além disso, os prions são resistentes a processos convencionais de inativa- 
ção de vírus, tais como radiação ultravioleta e ação de nucleases*. 

Entretanto, métodos utilizados para desnaturar proteínas, como altas 
temperaturas, ureia e detergentes catiônicos, como o dodecil sulfato de sódio 
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(sodium dodecyl sulfate — SDS), foram eficientes tanto na solubilização, 
quanto na diminuição da capacidade infectante dessas partículas**. 

A partir daí, Prusiner e seus colaboradores demonstraram que uma pro- 
teína era capaz de se replicar e causar doença***. Além disso, sendo esse 
agente uma proteína, a sua forma estrutural pôde ser estabelecida e um 
código genético foi a ela associado“. Essa proteína foi nomeada prion (do 
inglês proteinaceous infectious particle, ou PrP, de prion protein). Tal pro- 
teina, em sua forma tridimensional típica, não era encontrada em cérebros 
de animais saudáveis. No entanto, descobriu-se que a sequência de aminoá- 
cidos da PrP era a mesma que a de uma proteína encontrada em ambos os 
tecidos de animais infectados como de não infectados. Estavam sendo desco- 
bertas, àquela altura, duas formas de apresentação estrutural tridimensional 
de uma mesma proteína, uma com uma característica fisiológica e outra, 
bastante similar, com uma conotação patológica®’. 

A proteína com forma patológica, encontrada com exclusividade nos ani- 
mais infectados, foi chamada de PrP% (o sufixo Sc vem de scrapie, uma 
doença típica em ovinos). Já a forma não infecciosa, encontrada tanto em 
animais infectados como saudáveis, foi nomeada PrP® (o sufixo C indica 
celular, remetendo à forma fisiológica). 

A principal evidência da participação de PrP“ no processo infeccioso de 
encefalopatias espongiformes transmissíveis surgiu com a construção de um 
camundongo transgênico, o qual teve o gene de PrP® (Prap) removido™. Esse 
animal mostrou-se completamente resistente à infecção por prions, o que 
pôde ser revertido quando o gene foi reintroduzido. 

A PrPC e a partícula infecciosa PrP* têm a mesma composição de 
aminoácidos, embora a composição estrutural de PrPS apresente cerca de 
40% de conformação em a-hélice, com menos do que 10% de conformação 
em folhas B. Em contraste, a PrPS mostra cerca de 50% da sua estrutura 
como folhas ß. Por isso, propôs-se que o ganho de infectividade é uma con- 
sequência da modificação conformacional” de PrPS em PrPSc. 

Acredita-se que a PrPS se propague pela ligação à PrPC e à conversão 
da última em uma nova molécula de PrP% por um processo que não está 
completamente compreendido*?”!. Esta última estrutura é altamente ami- 
loidogênica, ou seja, sua insolubilidade leva à agregação dessas proteínas, 
sendo a deposição de PrP*s, a vacuolização envolvendo o soma e os processos 
neuroniais (neuritos) e a consequente morte neuronial observações típicas 
em análises histopatológicas de tecido cerebral afetado com encefalopatia 
espongiforme transmissível (EET) >”. 
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Em termos de fisiopatologia, acredita-se que o agente siga a rota de 
acumulação e replicação inicial nos linfonodos, provavelmente por trans- 
porte retrógrado de fibras nervosas de vísceras até que seja atingido o 
tecido neural”. 

No Brasil e no mundo, a forma mais crítica de afecção em animais, do 
ponto de vista da saúde publica, é a encefalopatia espongiforme bovina, ou 
EEB. Seu período de incubação (ausência de sintomas clínicos) pode levar 
de dois a oito anos. Estima-se que a EEB foi desenvolvida inicialmente na 
década de 1970 por uso de rações de farinha de carne ou de osso de bovinos 
e ovinos, previamente contaminadas pela proteína patológica, em uma forma 
esporádica que não havia sido até então percebida pela comunidade cientí- 
fica. Isso se deve ao fato de que a ingestão de menos de 1 g de um cérebro 
contaminado já é considerada suficiente para desenvolver as encefalopatias. 
Em geral, sinais típicos da infecção por PrP* ocorrem com uma degeneração 
progressiva do tecido nervoso, com vacúolos em forma de esponja (de onde 
surgiu o termo “espongiforme”). Os principais sinais em animais são agres- 
sividade, perda de equilíbrio e tônus muscular, hiperssensibilidade à luz e 
ao som, perda de peso e um considerável decréscimo na produção de leite”. 

As pesquisas iniciais envolvendo as proteínas prions, bem como a maioria 
das pesquisas atuais, eram (e têm sido) voltadas a forma com que as protei- 
nas prions tornam-se patológicas, à forma como elas se transmitem, com que 
se propagam pelo organismo e, principalmente, como a proteína anômala 
causa patologias neurodegenerativas. Apesar do avanço notável no estudo 
das patologias causadas por formas mutadas da proteína prion celular, nem 
tudo está esclarecido sobre o seu papel fisiológico, e ainda existem diversas 
lacunas no conhecimento sobre alterações do sistema prion nas mais diver- 
sas doenças neurológicas que não aquelas associadas às formas patológicas 
da proteína prion. 


17.4 CONTROLE DAS INFECÇÕES PRIÔNICAS 
EM REBANHOS NO BRASIL: ASPECTOS LEGAIS, 
VETERINARIOS E AGROPECUARIOS 


17.4.1 Aspectos legais 


A regulamentação do controle de doenças priônicas no Brasil, no 
âmbito agropecuário, deu-se a partir de 1997, com o Programa Nacional 
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de Prevenção e Controle das Encefalopatias Espongiformes transmissíveis 
(Portaria número 516, de 9 de dezembro de 1997”). A partir dai, os deta- 
lhamentos do controle das EF vêm sendo promulgados no país através de 
portarias, instruções normativas e guias veterinários emitidos pelo Ministé- 
rio da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

A Portaria número 516 declara o Brasil livre de encefalopatia espongi- 
forme bovina, e institui a EE bovina e o scrapie como doenças de notificação 
compulsória para a autoridade de defesa sanitária animal da jurisdição, asso- 
ciada ao sistema de vigilância da raiva. A partir daí, também o controle de 
entrada de animais, produtos e subprodutos de origem animal no Brasil passa 
a estabelecer critérios de entrada e de exame desses itens advindos de outros 
países com foco nas EET, com base no capítulo 3.2.13 do código zoossanitá- 
rio internacional. Atualmente, considera-se como de risco países que tenham 
notificado caso autóctone ou os países com risco indeterminado ou desconhe- 
cido para as EET. Tais países não podem, atualmente, importar para o Brasil 
ruminantes ou seus produtos que sejam destinados à alimentação animal ou 
ao uso veterinário (Instrução Normativa número 49, de setembro de 2008). 

Na Portaria número 519 (1997), também se tornou instituído que as 
rações de ruminantes não poderão conter quaisquer fontes de proteínas de 
outros ruminantes, salvo as proteínas lácteas. 

Houve, também, publicações do MAPA especificamente sobre procedi- 
mentos relativos à identificação e condução de casos de scrapie. A Instrução 
Normativa número 15, de abril de 20087”, tende a caracterizar o scrapie 
como um diagnóstico clínico de exclusão, após o descarte da possibilidade 
de outras doenças, como cenurose, raiva, pseudorraiva, intoxicação etc. Essa 
instrução considera o diagnóstico por meio de resultado positivo à prova de 
imuno-histoquímica em amostras de tecido nervoso ou linfoide, ou por meio 
de outras técnicas aprovadas pelo MAPA. Recomenda-se que as amostras 
suspeitas sejam encaminhadas aos laboratórios de diagnóstico das EE, per- 
tencentes à Rede Nacional de Laboratórios Agropecuários do Sistema Uni- 
ficado de Atenção à Sanidade Agropecuária. À instrução prevê que, em caso 
de diagnóstico positivo de EE, o estabelecimento pode ser interditado pelo 
Ministério e, posteriormente, desinterditado, após terem sido cumpridas as 
ações estabelecidas pelo órgão competente do governo. 
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17.4.2 Sinais clínicos dos animais 


É essencial que o exame clínico e todas as fases da conduta em caso de 
suspeita de EF sejam conduzidos por um médico veterinário. O Ministério 
da Saúde dispõe de guias de conduta e de instruções normativas específicas 
que ajudam a conduzir o exame clínico em caso de suspeita de EE em bovi- 
nos e pequenos ruminantes?*"""8, 


17.4.2.1 Bovinos 


A média de incubação da EEB é de cinco anos, mas existem registros de 
casos de até oito anos para o aparecimento de sinais clínicos. Após o início 
dos sintomas, a doença evolui para a morte em um intervalo de semanas 
a seis meses, havendo nesse ínterim perdas de peso e na produção de leite. 
Devido à degeneração do SNC, os bovinos podem apresentar, principal- 
mente, alterações de temperamento, sensibilidade e de locomoção. 

Distúrbios no comportamento incluem agressividade, postura anormal, 
descoordenação e dificuldade em levantar, bem como ranger de dentes e 
movimentos nervosos das orelhas. Os animais acometidos pela doença priô- 
nica também podem reagir exageradamente ao toque, ao som e à luz. 


17.4.2.2 Caprinos e ovinos 


Os caprinos e ovinos (pequenos ruminantes) podem apresentar sinais e 
sintomas quando da infecção por prions patológicos, tais como: automu- 
tilação, cegueira, decúbito prolongado, descoordenação motora, prurido 
intenso, perda de peso acentuada, perda de lã ou pelos, ranger de dentes, 
movimentação lateral da cabeça, reflexo de mordiscar ou tremor. 


17.4.3 Tratamento e controle 


Vale ressaltar que não há, atualmente, um tratamento para impedir a 
progressão da doença, ou qualquer tipo de vacinas para animais. As medidas 
profiláticas são aquelas recomendadas pelo MAPA, que incluem restrição 
de importação de animais de países de risco, assim como a suspensão de 
proteína animal na alimentação de ruminantes. Além disso, é recomendável 
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a remoção das carcaças de animais que eventualmente venham a óbito 
no campo. 


17.4.4 Evidências histopatológicas 


As evidências histopatológicas das EF constituem lesões extremamente 
específicas. Tratam-se de lesões degenerativas em que há morte celular abun- 
dante e, bilateralmente, abundante presença de vacúolos. Esses vacúolos 
lembram, grosso modo, o aspecto de esponja, de onde vem o nome de ence- 
falites espongiformes. Localizam-se, preferencialmente, no tronco encefálico. 
Diagnósticos diferenciais se dão com achados semelhantes, como vacúolos 
no citoplasma de neurônios mesencefálicos, encontrados, normalmente, na 
maior parte dos encéfalos de bovinos, bem como inflamações purulentas 
não específicas. 


17.4.5 Diagnóstico 


Ainda não existe diagnóstico para as EET em animais vivos. Somente 
após a eutanásia dos animais e posterior remoção de tecido nervoso ou lin- 
fático pode-se proceder ao diagnóstico. As duas formas possíveis de diagnós- 
tico são a detecção de encefalite espongiforme na histopatologia do SNC, ou 
a detecção da proteína priônica infecciosa (PrP*) por imuno-histoquímica 
ou western-blotting. O procedimento padrão no Brasil é o exame histopato- 
lógico do tecido nervoso acometido, seguido de análise imuno-histoquímica 
do mesmo”. 


17.4.6 Conduta em caso de suspeita de EE 


Para Bovinos, tais condutas estão detalhadas na descrição do documento 
intitulado: “Procedimentos para Diagnóstico das Doenças do Sistema Ner- 
voso Central de Bovinos”, emitido pelo MAPA”. A conduta para pequenos 
ruminantes, em caso de suspeita ou ocorrência de paraplexia enzoótica dos 
ovinos (scrapie) é detalhada na Instrução Normativa número 15 (de abril de 
2008), e é semelhante à conduta adotada para os grandes ruminantes. Atra- 
vés desses critérios, já foram realizados mais de 25 mil exames laboratoriais 
no país. 
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Em resumo, a conduta em caso de suspeita por EE podera constar das 
seguintes etapas”»?*: 


1) 


6) 


Exame clínico dos animais acometidos e condução dos procedimentos. 
Devem ser realizados por médico veterinário responsável. 

Suspeita diagnóstica. Geralmente, por exclusão de outras patologias mais 
frequentes com sintomas neurológicos. 

Necrópsia dos animais suspeitos. Efetuada com equipamentos de prote- 
ção individual, com relatório de necrópsia. 

Preparo dos tecidos nervosos e linfáticos. Deve ser realizado com o uso 
de equipamentos de proteção individual adequados, como luvas, óculos, 
máscara etc. O material deve ser acondicionado em solução de formol 
a 10% (ou formol tamponado a 10%), cujo volume deve ser dez vezes 
superior ao da amostra. O material deve ser enviado em vasilhame não 
deformável de plástico duro e hermeticamente fechado. 

Envio do material às autoridades competentes governamentais. Junta- 
mente com o envio, o responsável enviará os documentos anexos preen- 
chidos das instruções normativas pertinentes mencionadas anteriormente 
(para bovinos ou pequenos ruminantes), como também devidamente 
preenchido o Formulário Único de Requisição de Exame para Síndrome 
Neurológica, que pode ser encontrado no Anexo II do Manual Técnico 
para Controle da Raiva em Herbívoros, publicado pelo MAPA em 20097. 
Paralelamente, no verso do formulário, deverão ser disponibilizadas infor- 
mações referentes ao remetente da amostra, à propriedade e ao animal/ 
rebanho suspeito de contaminação, além de dados da amostra e outras 
informações julgadas relevantes (também descritos no manual). Os locais 
de envio são os laboratórios do Sistema Unificado de Atenção à Sanidade 
Agropecuária. Os contatos dos principais laboratórios por região do país 
estão listados no site do MAPA”. 

Análise da amostra pelo órgão competente. Em caso de confirmação do 
diagnóstico, algumas atitudes adotadas pelos órgãos competentes são: 
visita à propriedade, interdição temporária do estabelecimento, aplica- 
ção do questionário de investigação epidemiológica, colheita de amos- 
tras de animais suspeitos, e separação dos mesmos para observação, bem 
como sacrifício sanitário (incineração de carcaças e/ou enterramento) de 
animais contaminados ou suspeitos de contaminação, sob supervisão 
do órgão competente. O órgão brasileiro também fica responsável pela 
comunicação do fato à Organização Mundial de Saúde Animal (OIE), 


Ver <http://www.agricultura.gov.br/animal/laboratorios>. 
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como também de solicitar exames complementares a órgãos internacio- 
nais, como a Animal Health and Veterinary Laboratories Agency, na 
Inglaterra. 


Vale destacar que, com uma pequena probabilidade, quando da reali- 
zação desses exames, pode também ser diagnosticada alguma ocorrência 
não clássica do agente das encefalites espongiformes, que pode ocorrer por 
mutação ou polimorfismo, espontaneamente em algum animal, e não neces- 
sariamente por contaminação. No caso da ocorrência destes casos atípicos, 
o procedimento também consiste em eutanásia e eliminação sanitária da 
carcaça, dentre outros procedimentos indicados pelo assessor do Ministério 
que elabora o parecer circunstanciado. 


17.5 ASPECTOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS 
DAS DOENÇAS PRIÔNICAS EM HUMANOS 


17.5.1 Formas humanas das doenças por prions 


As formas humanas das doenças priônicas conhecidas na atualidade 
encontram-se descritas a seguir: 


Esporádica: a DCJ esporádica (DCJe) é a forma mais comum das doenças 
por prions e é responsável por 85% de todos os casos. Na DCJe não existe 
nenhuma evidência de contaminação iatrogênica e ausência de mutações que 
caracterizariam a forma hereditária da doença. Não se conhece até hoje o 
mecanismo pelo qual essas doenças se iniciam. Apesar da não haver evidências 
que comprovem o caráter infeccioso da forma esporádica, não se recomenda 
doação de córnea ou transfusão sanguínea em casos suspeitos de DCJe. 


Hereditária/familial: a forma hereditária das doenças por prions é bas- 
tante rara e representa apenas 10% de todos os casos das doenças em todo 
o mundo. Ocorre em decorrência de mutações no gene que codifica a pro- 
teína prion celular e sua penetrância nos portadores é em geral maior que 
90%. Entre as doenças familiares, encontram-se a DCJ familial, que ocorre 
principalmente pela mutação no códon 200 (E200K), e a síndrome de Gerst- 
mann-Strãussler-Scheinker familial (GSSf), que ocorre, principalmente, pela 
mutação no códon 102 (P102L). Há, ainda, a insônia familial fatal (IFF), 
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que ocorre por uma mutação no códon 178 (D178N), associada ao polimor- 
fismo metionina no códon 129. Essa é mais rara das doenças por prions já 
descritas, havendo apenas cem pessoas afetadas em quarenta famílias descri- 
tas em todo o mundo*, além de um caso recentemente descrito no Brasil*!. 


Iatrogênica: ocorre como consequência de procedimentos cirúrgicos 
(transplantes de dura-mater e córnea) ou através do uso de instrumentos 
neurocirúrgicos ou eletrodos intracerebrais contaminados. Foram descritos, 
ainda, alguns casos relacionados à transfusão sanguínea. 


Kuru: esta foi a primeira doença descrita como encefalopatia espongi- 
forme transmissível*2, e surgiu em consequência de rituais canibalísticos em 
tribos de Papua Nova Guiné. Sua principal característica são tremores de 
cabeça e membros e ataxia como consequência de comprometimento cere- 
belar. Com a proibição de rituais canibalísticos, a incidência da doença caiu 
consideravelmente e se considera a doença atualmente extinta. 


Variante DCJ: a outra forma da doença está associada ao consumo de 
carne e subprodutos de bovinos contaminados com prions que causam a 
encefalopatia espongiforme bovina (doença da “vaca louca”) e é conhecida 
como variante da doença de Creutzfeldt-Jakob (vDC])). Os primeiros casos 
surgiram em 1996 no Reino Unido e, diferentemente da forma tradicional de 
DCJ, ela acomete predominantemente pessoas jovens, abaixo dos 30 anos. 


17.5.2 Diagnóstico 


O diagnóstico das doenças causadas por prion em seres humanos é 
baseado principalmente na avaliação clínica de sinais e sintomas. Os princi- 
pais sinais clínicos que podem sugerir uma EET são: demência rapidamente 
progressiva, mioclonias e outros sinais neurológicos, tais como distúrbios 
visuais e ataxia. Exames de neuroimagem e marcadores liquóricos têm sido 
utilizados para aumentar a acurácia da suspeita diagnóstica dessas das EET. 
A identificação das mutações associadas a doenças humanas causadas por 
proteína prion patológica feita pelo sequenciamento do gene PRNP possi- 
bilita a confirmação da forma familiar. Quando existe a suspeita de DCJ, a 
primeira preocupação consiste em descartar outras formas possíveis e tratá- 
veis de demência, tais como encefalites e meningites crônicas. 
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No entanto, não há diagnóstico confirmatório para as doenças esporá- 
dicas e iatrogênicas em vida. O diagnóstico só pode ser confirmado por 
biópsia ou necrópsia. As biópsias cerebrais em pacientes vivos não são etica- 
mente recomendadas, já que não há tratamento eficaz para a doença, e esse 
procedimento só é realizado quando existem outras hipóteses diagnósticas 
tratáveis. À proteína alterada, PrP*s, é o marcador mais importante nas TSE, 
mas a sua detecção no soro é complicada pela sua similaridade com a pro- 
teína fisiológica (PrPs). Muitos estudos, ainda sem sucesso, têm sido reali- 
zados para tentar detectar a PrPs fora do cérebro e desenvolver um método 
diagnóstico menos invasivo. Seguem-se, agora, em descrição individualizada, 
os principais métodos de diagnóstico de doenças priônicas utilizados no 
Brasil e no mundo. Torna-se sempre interessante utilizar mais de um método 
comprobatório, de preferência aliando-se métodos laboratoriais com méto- 
dos mais próximos à clínica neurológica, tais como anamnese clínica e ele- 
troencefalograma (EEG). 


17.5.2.1 Exame genético de PRNP 


O sequenciamento de DNA do gene que codifica PrPc (PRNP) é reali- 
zado em todos os pacientes suspeitos de EET para a detecção das formas 
hereditárias das doenças de prions que são causadas por mutações pontuais 
nesse gene. Já foram descritas mais de cinquenta mutações patogênicas para 
o gene PRNP, sendo as mais comuns as mutações no códon 200 (E200K 
que causa DCJ) e no códon 102 (P102L que leva à GSS). Quando a mutação 
é detectada em um paciente, a doença por prion hereditária é confirmada 
e nenhum outro exame é necessário. No entanto, a ausência de mutação 
apenas descarta a possibilidade de doença genética por prions, mas não 
descarta a hipótese de doença esporádica ou iatrogênica, e o paciente deve 
continuar sendo investigado”. Há, ainda, a descrição de polimorfismos no 
gene que codifica a PrPs. Foram descritos doze polimorfismos onde não ha 
a substituição de aminoácido (polimorfismos silenciosos) e quatro que alte- 
ram a sequência de aminoácidos. Destes, o mais importante é o códon 129, 
com implicações clínicas importantes (Figura 17.6). Pacientes homozigotos 
para metionina nesse códon apresentam um fator de risco para o desenvol- 
vimento da doença. Os pacientes com doença esporádica possuem metio- 
nina no códon 129 em sua maioria. Além disso, todos os indivíduos que 
desenvolveram a nova variante eram homozigotos para metionina no códon 
129, indicando que a valina nesse códon representa um fator protetor para 
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TCCCAGCATGTAGCC TCCCAGCANGTAGCC TCCCAGCACGTAGCC 





Figura 17.6 Eletroesferograma representativo do gene PRAP. Na parte de cima do painel pode-se verificar as 3 formas polimórficas de 
PRNP no códon 129, sendo que 50% da população caucasiana tem o códon 129 em heterozigose (M129V), 40% apresenta metionina 
em homozigose (M129M) e 10% da população normal apresenta volina em homozigose (V129V). Na parte de baixo da figura estão 
representadas duas mutações patogênicas: a P102L, que causa 6SS familial, e a E200K, que leva ao acometimento de DCJ familial, 


o desenvolvimento da doença. Além disso, esse polimorfismo tem sido rela- 
cionado a apresentações clínicas, bioquímicas e neuropatológicas diferentes 
nos indivíduos com doenças por prions**. 


17.5.2.2 Detecção de 14.3.3 


As proteínas 14.3.3 são uma família de moléculas reguladoras conservadas 
expressas em todas as células eucarióticas. As proteínas 14.3.3 têm a capaci- 
dade de se ligarem funcionalmente a uma multiplicidade de proteínas de sina- 
lização, incluindo cinases, fosfatases, e receptores transmembranas. Mais de 
duzentas proteínas de sinalização têm sido relatadas como ligantes da 14.3.3. 

O nome 14.3.3 refere-se à eluição particular e ao padrão de migração des- 
tas proteínas por cromatografia em DEAE-celulose e eletroforese em gel de 
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amido. As proteínas 14.3.3 eluem na fração 14 do homogenado de cérebro 
bovino e foram encontradas nas posições 3.3 de eletroforese subsequente”. 

A proteína 14.3.3 pertence a um grupo de polipetídeos que está alte- 
rado no liquor (LCR) em várias condições patológicas, incluindo processos 
inflamatórios, lesões, convulsões, entre outras, e pode, ainda, ser um marca- 
dor importante de destruição rápida de neurônios, o que é característico de 
desordens neurológicas*. O uso da 14.3.3 no diagnóstico das doenças por 
prions*” foi sugerido pela primeira vez em 1996 e, apesar de serem bastante 
questionadas a especificidade e a sensibilidade desta ferramenta diagnóstica, 
a OMS coloca a detecção da proteína 14.3.3 como exame recomendado 
no diagnóstico de DCJ, aumentando o grau de possibilidade quando essa 
proteína está presente no liquor. Na DCJ esporádica, a proteína 14.3.3 tem 
90% de especificidade e sensibilidade. Está presente, ainda, em casos fami- 
liares da DCJ; porém, em geral, está ausente em pacientes com IFF e GSS**. 
Outras análises bioquímicas têm sido descritas para o diagnóstico da DCJ, 
como a proteína TAU (proteínas que estabilizam os microtúbulos), a enolase 
neuroespecifica (neuronal specific enolase - NSE), que é uma enzima glicoli- 
tica, cuja forma neuroespecifica é encontrada no tecido nervoso e em células 
do sistema neuroendócrino (detectam-se concentrações séricas elevadas em 
pacientes com carcinoma medular da tireoide, tumor endócrino pancreá- 
tico, feocromocitoma, neuroblastoma e carcinoma pulmonar de pequenas 
células), e proteínas S100 (úteis como marcadores para certos tumores e 
na diferenciação da epiderme). As proteínas S100 podem ser encontradas 
em melanomas, em 50% dos tumores da bainha dos nervos periféricos, em 
células de Schwann, em células do estroma de paraganglioma, histiocitoma 
e em sarcomas de células claras. Além disso, as proteínas S100 são marcado- 
res para doenças inflamatórias e podem mediar a inflamação e atuar como 
agentes antimicrobianos’. Porém, elas não estão incorporadas ao diagnós- 
tico dessa doença, sendo apenas usadas de forma diferencial para descartar 
outras patologias. 


17.5.2.3 Eletroencefalograma (EEG) 


O eletroencefalograma (EEG) é um exame não invasivo que auxilia no 
diagnóstico das EET. Nos casos de DC) esporádicos, 70% apresentam ati- 
vidade periódica curta e, no início, podem não ser observadas mudanças, as 
quais surgem com o curso avançado da doença. Eletroencefalogramas devem 
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ser feitos durante a evolução do quadro até ser obtido o padrão caracterís- 
tico, ou para descartar outras causas que geram esse padrão*º. 


17.5.2.4 Imagem por ressonância magnética (IRM) 


Recentemente incorporada ao diagnóstico dessas doenças recomendado 
pela OMS, a IRM é fundamental no diagnóstico na DCJ e pode auxiliar prin- 
cipalmente em fases iniciais da doença, quando o padrão de EEG apresenta- 
se normal ou com anormalidades inespecificas. A IRM apresenta hipersinal 
caracteristico em 80% dos pacientes ja na fase inicial de sintomatologia da 
doença. Com a ressonância magnética, pode-se observar atrofia cerebral, 
o que pode aumentar ao longo da doença. Na variante, o exame mostra a 
distribuição característica de hiperintensidade simétrica do núcleo pulvinar 
do tálamo. Essas alterações denominadas de sinal pulvinar têm demonstrado 
alta sensibilidade e são consideradas como o melhor teste diagnóstico não 
invasivo da vDC]J. Uma amostra de encéfalo alterado pela doença priônica, 
visto em secções transversais, é mostrada na Figura 17.7. 


17.5.2.5 Análise neuropatológica 


O exame neuropatológico realizado pela necrópsia é a única maneira de 
confirmar a suspeita diagnóstica de DC) esporádica ou variante. Por ser um 
exame invasivo, poder oferecer riscos aos pacientes e não trazer nenhum 
benefício adicional, a biópsia cerebral não é recomendada para os casos 
onde a única suspeita diagnóstica seja DCJ. A biópsia só deve ser realizada 
se houver outra causa suspeita tratável. As principais características das 
doenças por prion são a formação espongiforme, perda neuronial e a gliose, 
sendo a característica espongiose a mais importante, já que é a única pre- 
sente apenas nas doenças por prions. Além disso, a característica fundamen- 
tal para a confirmação das doenças por prions é o depósito de PrP% no SNC. 
O tipo de depósito de PrP% varia com a doença. Na forma iatrogênica, obser- 
vam-se alterações espongiformes, vacúolos redondos e pequenos, astrocitose 
e uma importante perda neuronial. Na DCJ, ocorre a formação de placas 
unicêntricas e depósitos sinápticos de PrP*%. Já na GSS, ocorre a formação de 
placas multicêntricas e degeneração talâmica. Na vDCJ, ocorre um padrão 
bastante específico de depósito de PrPSc, Esses depósitos são compostos de 
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Figura 17.7 Imagem de ressonância magnética de paciente com doença de Creutzfeldt-Jakob (DCJ), a doença humana mais comum 
causada por prions. Notar a hiperintensidade de sinal no tálamo principalmente no núcleo dorsomedial e no pulvinar (B), em A. Notar, 
também, alterações predominantemente subcorticais (C e D), alterações tanto corticais como subcorticais (E-F) e predominantemente 
corticais (G e H). 

Figura reproduzida com permissão de P. Vitali, et al.” 


uma grande quantidade de placas fibrilares de PrP** circundadas por um 
halo de vactiolos espongiformes, conhecidos como placa florida®??!”. 


17.5.3 Classificação das doenças de Creutzfeldt-Jakob (DCJ) 


De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), as DCJ são 
classificadas de acordo com exames clínicos, laboratoriais e de imagem de 
acordo com os seguintes critérios: 

1) Possível DCJ: 

e Curso da doença menor que dois anos. 
e Demência rapidamente progressiva. 
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e Pelo menos dois dos seguintes sintomas clínicos: mioclonias, distúr- 
bios visuais ou cerebelares, mutismo acinético e disfunções piramidais 
e extrapiramidais. 


Ss 


Provável DCJ: 

Curso da doença menor que dois anos. 

Demência rapidamente progressiva. 

Pelo menos dois dos seguintes sintomas clínicos: mioclonias, distúr- 
bios visuais ou cerebelares, mutismo acinético e disfunções piramidais 
e extrapiramidais. 

e Resultado positivo nos testes 14.3.3, EEG típico ou IRM 
característicos. 


3) Confirmado DCJ: 
e Apresentar característica espongiforme na região do córtex cerebelar 
ou na substancia cinzenta e imunorreatividade para PrP*. 


4) Doença hereditária: 
e Presença de mutação descrita para as doenças por prions. 


17.5.4 Diagnóstico da variante DCJ (vDCJ) 


A vDCJ não pode ser diagnosticada somente com critérios clínicos. O 
diagnóstico requer a confirmação neuropatológica, sendo que o padrão de 
placas floridas é confirmatório para a forma variante. Os critérios de sinais 
e sintomas são classificados utilizando os seguintes critérios clínicos do qua- 
dro a seguir: 


GRUPO | 


Curso da doença maior que seis meses. 





Desordem neuropsiquiátrica progressivo. 





Exclusão de um diagnóstico alternativo. 
Ausência de suspeita de exposição iatrogênica. 


Ausência de mutações no gene PRAP. 
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GRUPO II 
Demência. 


Disestesias dolorosas e persistentes. 





Ataxia. 





Mioclonia. 


Sintomas psiquiátricos precoces (depressão, ansiedade, apatia). 





GRUPO III 
EEG com padrão não típico de DCJ esporádica. 


IRM com hipersinal pulvinar simétrico bilateral. 





GRUPO IV 


Biópsia de tonsila positiva (não recomendada de rotina por questões éticas). 


1) Possível vDC]J: 

e Paciente apresenta os sinais do Grupo I e pelo menos quatro sinais do 
Grupo II. 

e EEG atípico para DCJ. 


2) Provável vDCJ: 

e Paciente apresenta os sinais do Grupo I e pelo menos quatro sinais do 
Grupo II. 

e EEG atípico para DCJ. 

e Hipersinal pulvinar bilateral em IRM. 

e Ou paciente apresenta os sinais do Grupo I e biópsia de tonsila 
positiva. 


W 


Confirmado DCJ: 
e Paciente apresenta os sinais do Grupo I e neuropatológico confirmado 
com depósitos em placas floridas. 
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17.6 TRATAMENTO DAS DOENÇAS PRIÔNICAS 


Até hoje, não existe nenhum tratamento efetivo para as doenças causadas 
por prions, nem mesmo para melhorar as funções cognitivas e motoras com- 
prometidas pela doença. É uma doença de rápida progressão em que apro- 
ximadamente 90% dos indivíduos sintomáticos evoluem rapidamente para 
o óbito de seis meses a um ano. Nos últimos anos, vários estudos têm sido 
conduzidos na tentativa de encontrar uma forma de impedir a progressão da 
doença, seja pela redução da conversão de PrP*s, seja pelo bloqueio da pro- 
teína infecciosa, utilizando anticorpos monoclonais. Apesar de haver mui- 
tos estudos in vitro, poucos estudos clínicos têm sido conduzidos na área. 
Dentre os estudos em andamento estão investigações sobre a atividade da 
quinacrina e da tetraciclina no controle da doença priônica, por serem tais 
drogas capazes de ultrapassar a barreira hematoencefálica, e, em abordagens 
in vitro, foi demonstrado que o tratamento com essas drogas foi capaz de 
inibir a formação de depósitos proteicos?. O estudo criterioso dos mecanis- 
mos que levam à conversão de PrPcs em PrPS é um caminho a ser trilhado na 
tentativa de encontrar alvos terapêuticos para tratar ou prevenir a doença. 


17.7 CONCLUSÕES 


As doenças por prions destacam-se como o único grupo de doenças já 
descrito que pode ser tanto genético quanto esporádico e ainda possuir um 
caráter infeccioso, atingindo diversas espécies animais e seres humanos. 

A descoberta da natureza proteica dos agentes responsáveis por essas 
doenças representou uma quebra de paradigma referente aos conceitos tra- 
dicionais da biologia molecular, segundo os quais o fluxo de informação 
genética deveria ser mediado necessariamente por ácidos nucleicos. 

O estudo das doenças por prions abriu, ainda, um novo campo de investi- 
gação, onde o mecanismo de muitas doenças tem sido atribuído a um meca- 
nismo do tipo prion. 

Diversas doenças já conhecidas são causadas pelo acúmulo de uma pro- 
teína anômala em consequência do mal dobramento dessas proteínas e seu 
consequente acúmulo. Entre as doenças envolvendo as desordens proteicas, 
podemos destacar a doença de Alzheimer, doença de Parkinson e doença de 
Huntington. 
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O diagnóstico das doenças por prion envolve uma etapa crucial de diag- 
nóstico diferencial com diversas desordens neurológicas que podem se apre- 
sentar de forma semelhante. 

Apesar dos critérios da OMS, todos os casos suspeitos de DC] devem 
ser investigados. Estudos demonstram que os critérios clínicos não abran- 
gem todos os casos, e 17% de todos os casos confirmados para DCJ nao 
apresentavam critérios clínicos para possível ou provável DCJ**. 

O Brasil tem empenhado esforços para manter um rigoroso sistema de 
controle e diagnóstico das encefalopatias animais, mas também tem contri- 
buído substancialmente na área de pesquisa envolvendo as funções celulares 
da proteína prion. 

Devido ao potencial infeccioso dessas doenças, a OMS recomenda a vigi- 
lância da incidência de todas as doenças por prion, incluindo as formas 
familiares. No Brasil, as doenças humanas causadas por prion se tornaram 
de notificação compulsória em 2005 e, desde então, mais de quatrocentos 
casos suspeitos da forma esporádica foram notificados, além de casos fami- 
liares da doença. A forma variante da doença humana nunca foi encontrada 
no Brasil. 
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18.1 INTRODUCAO 


As Células-tronco (do inglês, Stem Cells - SCs) estão entre as mais 
intensas e atuais linhas de pesquisa e têm trazido à luz do conhecimento o 
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desenvolvimento celular, bem como perspectivas de tratamento para doenças 
e problemas de saúde diversos. Em um trabalho que data de 1961, J. E. Till 
trouxe-nos os primeiros conceitos de SC, que são a capacidade de autorre- 
novação (self-renewal), autogeração e a multipotência, ou seja, a capacidade 
de se diferenciar em várias linhagens celulares!. 

Desde o isolamento da primeira célula-tronco derivada de embrião de 
camundongo em 19812, a pesquisa com as SC tem sofrido considerável 
expansão. O primeiro trabalho com SC derivadas de embrião humano data 
de 1998º. Seguindo os conflitos éticos que o tema tocava, a pesquisa com 
SC ganhou outra dimensão após a descoberta das SC adultas*. Em 1999, 
Mark F. Pittenger e colaboradores demostraram o potencial de células-tronco 
mesenquimais adultas humanas derivadas da medula óssea (do inglês, bone 
marrow mesenchymal stem cell - BM-MSC) de se diferenciarem em linha- 
gens diversas, in vitro, constatando o potencial multipotente das SC adultas’. 
As células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell - MSC) adultas são 
encontradas virtualmente em todos os tecidos” e têm um importante papel 
na manutenção da homeostasia em caso de injúria ou doença e pela renova- 
ção do repertório celular. As SC derivadas de embrião são capazes de pro- 
liferar/renovar indefinidamente porque, como as células tumorais, possuem 
a incrível capacidade de manterem íntegros seus telômeros (parte final dos 
cromossomos reconhecidos por manterem a capacidade proliferativa celular), 
impedindo o encurtamento desses nas sucessivas divisões celulares que as 
células-tronco sofrem. O mesmo não ocorre com as SC adultas””. Entretanto, 
as MSC são hoje a promessa da medicina regenerativa, pela sua facilidade de 
cultivo in vitro, alta taxa de proliferação e versatilidade em se diferenciar em 
vários tipos celulares, desde os mais bem estabelecidos, como osteoblastos, 
condrócitos e adipócitos”, até hepatócitos!º, neurônios!!-!* e glia!s. 

A população de células da medula óssea é heterogênea e, apenas uma 
minoria delas é multipotente. Acredita-se que uma parcela ainda menor seja 
totipotente!*. A medula óssea contém pelo menos dois tipos principais de 
células-tronco: células-tronco hematopoiéticas (hematopoietic stem cells — 
HSC), que dão origem aos glóbulos brancos e vermelhos do sangue, e as 
MSC, que dão origem, in vitro, pelo menos aos três tipos celulares diferen- 
ciados, osteoblastos, adipócitos e condrócitos. A terapia com MSC é uma 
abordagem que se tem mostrado promissora para o tratamento de doenças 
neurodegenerativas, reparação tecidual e alguns tipos de cânceres. 

A seguir, vamos discorrer sobre MSC derivadas de vários tecidos como 
medula óssea, cordão e sangue umbilical, tecido adiposo, sangue menstrual 
e tecido extraembrionário. 
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18.2 CÉLULAS-TRONCO HEMATOPOIÉTICAS E DERIVADAS DA 
MEDULA OSSEA E DO SANGUE DO CORDÃO UMBILICAL 


18.2.1 Células-tronco hematopoéticas 
(hematopoeitic stem cells - HSC) 


Há mais de cinquenta anos sabe-se que a medula óssea é fonte de célu- 
las-tronco hematopoiéticas (HSC) responsáveis pela geração e manutenção 
de células sanguíneas”. J. E. Till e McCullough, em 1961, depletaram o 
sistema hematopoiético de camundongos após submetê-los a altas doses de 
irradiação. Após este procedimento, os animais receberam células da medula 
óssea e tiveram seu sistema hematopoiético reconstituído!. Esse trabalho 
mostrou que células presentes na medula óssea são responsáveis pela produ- 
ção de células sanguíneas, embora argumentos contrários questionem esse 
modelo. Donald Metcalf salienta que, nesse modelo, temos uma condição 
extrema que pode não corresponder ao que se observa em condições fisio- 
lógicas normais. Não poderiam as células progenitoras maduras sustentar 
a hematopoiese em condições fisiológicas normais e as HSC serem ativa- 
das apenas em condições extremas!*? Mas o que são as HSC? São células 
capazes de promover a autorrenovação e de se diferenciarem em todo tipo 
de células sanguíneas especializadas. As HSC encontram-se no sangue cir- 
culante e na medula óssea, e são responsáveis pela manutenção das células 
sanguíneas, apresentando altas taxas de renovação. São produzidas bilhões 
de novas células sanguíneas por dia””. Acredita-se que uma em cada 10 mil 
a 15 mil células da medula óssea seja célula-tronco. No sangue, esse número 
muda para uma em cada 100 mil”. 

Pesquisas mostram que as HSC residem na região endósteal?º?! e próximo 
aos vasos sanguíneos na medula”. Essa região é formada por osteoblas- 
tos?, células reticulares (Cxcl12-abundant reticular cells)**, células-tronco 
expressando marcador de células nervosas (nestin-positive mesenchymal 
stem cells)*, células de Schwann?* e células perivasculares*’. Nilsson et al. 
mostraram que a osteopontina, uma proteína que é superexpressa por osteo- 
blastos, é a molécula-chave na manutenção e regulação da proliferação e na 
localização física das HSC no nicho de células-tronco hematopoiéticas (bone 
marrow hematopoietic stem cell niche)***°. Pelo menos três populações de 
células compõem a medula óssea: long-term (LT-HSC), short-term (ST-HSC) 
e multi-potent progenitor. Essas células-tronco deixam a medula continua- 
mente, caem na circulação e retornam à medula. Assim, o sangue circulante é 
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fonte de MSC, e o transplante de medula pode ser aplicado para tratamento 
de doenças sanguíneas'!. O transplante de HSC é também uma boa abor- 
dagem para diversas patologias. Centenas de pacientes de leucemia foram 
tratados com transplante de medula óssea na década de 1970, nos trabalhos 
pioneiros de Thomas e colegas”, e outras tantas doenças são também trata- 
das com essa mesma abordagem”. Surpreendentemente, pesquisas mostram 
que as HSC podem se diferenciar também em hepatócitos, o que aumenta 
ainda mais seu potencial terapêutico”. 


18.2.2 Células-tronco da medula óssea (bone 
marrow mesenchymal stem cells - BM-MSC) 


A medula óssea é fonte não somente de HSC, mas também das chama- 
das mesenchymal stem cells ou multipotent mesenchymal stromal cells 
(MSC). São também conhecidas como bone marrow stem cells (BM-MSC) 
ou bone marrow stromal cells (BMSC)***. Trata-se de nomes diferentes 
que denominam o mesmo tipo celular. Os primeiros relatos de BM-MSC 
foram de Friedenstein e colaboradoes em 1966, isoladas a partir da medula 
óssea de camundongos”, quando se observou então a forma fibroblástica 
das BM-MSC*. O trabalho de 1974 foi definitivo para a constatação das 
BM-MSC denominadas de “células fibroblastoides” (fibroblast-like cells) 
pela semelhança com aquela célula*!**. As células-tronco mesenquimais 
humanas (hMSC) foram isoladas por Pittenger e colegas em 1999, a partir 
da crista ilíaca da pelve”. Murphy e colegas, em 2002, e D’Ippolito e cole- 
gas, no mesmo ano, isolaram hMSC da tibia e da região femoral, respecti- 
vamente**. Assim como as HSC que correspondem a uma pequena fração 
de células aderentes, as BM-MSC, cultivadas in vitro, são prioritariamente 
aderentes e, por definição, capazes de se diferenciar em osteoblasto, condró- 
cito e adipócito*. Entretanto, diversos estudos têm mostrado a capacidade 
das BM-MSC de se diferenciarem não somente nos tipos celulares de origem 
mesodermal, mas também do folheto germinativo ectodermal!>14, 

Pesquisadores já obtiveram células da glia, células musculares e hepáticas 
a partir de BMSCº*“748, Sanchez-Ramos e colegas, além de nosso próprio 
grupo, promoveram a diferenciação de BMSC de camundongos em neurônios 
imaturos!*!44º. Bastante heterogênea, a população celular da medula óssea 
forma o nicho, ou “estroma”, responsável pela manutenção das HSC, pro- 
movendo sua sobrevida e fatores de adesão para essas últimas”. Este “nicho” 
é formado pelas células estromais (stromal cells), fibroblastos reticulares, 


Células-Tronco Mesenquimais Adultas de Diversas Origens: Uma Visão Geral Multiparamétrica para Aplicações Clínicas 749 


osteoprogenitores e componentes celulares primários da medula óssea 
(respectivamente, reticular cells, fibroblasts, osteoprogenitors, primary 
cellular components of the marrow stroma)*!. A cultura de BM-MSC é 
denominada de “unidade de formação de colônia de fibroblasto” (do inglês, 
colony-forming units-fibroblastic - CFU-F), uma mistura de células tri-, bi- 
e unipotentes. A taxa relativa dessas populações determina a multipotencia- 
lidade da cultura de BM-MSC, ou seja, o potencial de crescimento, senescên- 
cia e diferenciação. Por ter uma população celular heterogênia, as BM-MSC 
apresentam, em diversos trabalhos, diferentes potenciais de diferenciação. 
Muraglia e grupo obtiveram 30% de “Tri-lineage”, o restante “bi-lineage” 
e “uni-lineage” em uma cultura de BM-MSC*%. Isso, provavelmente, porque 
a BM-MSC apresenta subpopulações de MSC em diferentes estágios de dife- 
renciação e a homogeneidade da população é dependente do tecido de ori- 
gem, método de isolamento e quanto aos números de passagens celulares, 
isto é, o número de vezes que uma cultura de células é passada entre garrafas 
de cultivo. Entretanto, uma miríade de estudos mostra a capacidade das 
MSC de se diferenciarem em tecido adiposo*?, tendão”, músculo****, cartila- 
gem, osso* e células nervosas!3144257, 


18.2.3 Células-tronco do sangue do cordão umbilical 
(umbilical cord blood-stem cells - UCB-MSC) 


Outra importante fonte de MSC é o sangue do cordão umbilical (umbilical 
cord blood-mesenchymal stem cells - UCB-MSC, ou simplesmente UCB)*. 
É uma rotina comum a criopreservação das UCB com a intenção de servi- 
rem como alternativa para futuros tratamentos de transplantes autólogos. 
Embora haja argumentos contrários’, estudos mostram que a população 
celular do UCB, assim como da medula óssea, abriga células estromais pluri- 
potentes/multipotentes, capazes de se diferenciarem, por exemplo, em neu- 
rônios com sucesso de 87%“, além de osteoblastos, condrócitos e adipóci- 
tos. Goodwin demonstrou o potencial multilineage de células (aderentes) 
isoladas do sangue de cordão umbilical que foram capazes de expressar 
marcadores de tecidos neuronal, ósseo e adiposo. Porém, o autor é bastante 
cauteloso para não tratar o que pode ser “plasticidade celular” como “pluri- 
potência”*! e aborda essas células como progenitoras não hematopoiéticas 
(do inglês nonhematopoietic progenitors - NHP), em vez de células-troncos. 
Essa mesma cautela deve ser atribuída às BM-MSC, já que elas comparti- 
lham marcadores de superfície com células especializadas, como proteínas 
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neuronais GFAP (Glial fibrillary acidic protein) e TuJ1 (p-tubulin)*2, dentre 
outras (ver Tabela 18.1)%. Células aderentes isoladas de UCB-MSC apre- 
sentaram duas populações: uma com inclinação ao fenótipo de osteoclasto 
e outra com fenótipo de célula mesenquimal (mesenchymal-like phenotype) 
(segundo estudo de Erices e grupo). Pelo menos 75% apresentaram mor- 
fologia e características de osteoclasto multinucleado, já 25% deram ori- 
gem, inicialmente, a colônias individuais fibroblastoides com alta taxa de 
proliferação. 

É importante salientar que a expressão “fenótipo” significa expressão de 
proteínas, tanto de superfície (marcador molecular) quanto proteínas intra- 
celulares. Além do sangue do cordão, as células estromais do cordão têm 
sido exploradas como fonte de MSC. UC-MSC já apresentaram fenótipo 
de cardiomiócitos*. As UCB-MSC têm ainda uma interessante propriedade 
imunorregulatória. Suprimem a proliferação de linfócitos e reduzem níveis 
de citocinas proinflamatórias (interferon-y, tumor necrosis factor-a — TNF- 
a; tumor growth factor-B — TGF-B). Modelos de isquemia cerebral, cirrose 
hepática e fibrose pulmonar apresentaram significativas melhoras e controle 
de inflamação, além do efeito antifibrótico pela diminuição do colágeno, 
dias após a infusão de UC-MSC**. 


Tabela 18.1 Marcadores de superfície celular 











CÉLULAS HUMANAS MARCADORES REFERÊNCIAS 

Células-tronco de cordão (029, CD44, CD49b, CD105 Erices et al., 20006; 

umbilical (UC-MSC) (SH2), CD166, HLA-ABC Wang et al., 20046 
Células-tronco derivadas da CU, DES. GES fon) COA Choong et al., 20077; Gronthos et al., 
medula óssea (BM-MSC) MR, Si, CRT (MGM 200325; Bhattacharya et al., 20002 

1) (D105, CD166, HLA-ABC, ? ? 

Células-tronco hematopoéticas (HSC) CD34, CD38, CD59, (D133 Drake et al., 201123 

Osteoblastos CD45, CD51/CD61 Wang et al., 200465 

Neurônios GAP-43, NF-H, NeuN, TuJ-1 Fanarraga et al., 1999738 


CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); GAP-43 = proteina associada ao crescimento-43 (growth associated protein-43); 
HLA = antigeno leucocitério humano (human leukocyte antigen); SH2 = dominio de homologia Src 2 (Src homology 2 domain); NF-H = 
neurofilamento-H (neurofilament-H); NeuN = ndcleos neuronais (Neuronal Nuclei); SH3 = domínio de homologia Src 3 (Src homology 
3 domain); STRO-1 = antigeno precursor estromal (stromal precursor antigen-1); Thy-1 = antigeno timocitdrio (thymocyte antigen); 
TuJ-1 = classe Ill 8-tubulina (class-Il/ B-tubulin); VCAM-1 = molécula de adesdo de célula vascular (vascular cell adhesion molecule-1). 
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18.2.4 Marcadores superficiais de células- 
tronco hematopoiéticas e derivadas da 
medula óssea e do cordão umbilical 


Em 2006, o Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee, da Inter- 
national Society for Cellular Therapy, definiu os critérios mínimos que as 
MSC devem apresentar: serem aderentes em condição de cultura, expressar 
alguns marcadores de superficie como CD105, CD73 e CD90, nao expressar 
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR”. Entretanto, 
alguns desses marcadores não são exclusivos de MSC**758. Os diferentes 
tecidos de origem podem estar relacionados com essa diferença de expres- 
são. Mas, para todos os casos, a norma geral dos marcadores positivos é 
CD73, CD90 e CD105, e os respectivos negativos conforme mencionamos 
acima, como critério mínimo de expressão para as MSC nas terapias (Tabela 
18.1). Há uma variedade de protocolos para isolamento, cultivo e indução 
de MSC derivadas de sangue, medula óssea e cordão umbilical sumarizados 
nas Tabelas 18.2 a 18.3 (Figura 18.1). 


18.2.5 Aplicações terapêuticas das células-tronco do sangue 
do cordão umbilical, da medula óssea e hematopoiéticas 


Diversos trabalhos em modelos animais mostram o potencial tera- 
pêutico das SC: ratos que tiveram o disco intervertebral regenerado com 
implante de MSC”, terapias que, em caninos, também foram bem-sucedi- 
das”º; infarto do miocárdio em ratos já apresentaram bons resultados após 
transplantes de BM-hMSC?!; melhora no quadro de encefalomielite em 
camundongos diminuindo o infiltrado inflamatório e estimulando a oligo- 
dendrogênese?. A infusão de MSC também já promoveu benefícios na tera- 
pia para derrame em ratos”. 

A identificação in vivo das MSC transplantadas em modelos animais é 
feita, normalmente, por marcação histopatológica, também com auxílio da 
fluorescence in situ hybridization (FISH), método este extremamente eva- 
sivo”!. Algumas metodologias de monitoramento in vivo da dinâmica, dis- 
tribuição e localização das MSC transplantadas usam sondas (probes) fluo- 
rescentes ou inserem genes repórteres, como proteínas fluorescentes (green 
fluorescent protein — GFP)'*7, marcação de 5-bromodeoxiuridina (BrdU)”, 
HIn-oxine?. Existem abordagens ainda mais sofisticadas que possibilitam a 
visualização e monitoramento in vivo da migração das MSC. À ressonância 
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Tabela 18.2. Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea (Bone Mar- 
row-derived Mesenchymal Stem Cells - BM-MSC) e hematopoiéticas humanas (Human Hematopoietic Stem Cell - HHSC) 


CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS 
PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 
er ‘ em meio basal osteogênico. 
My } i ria | Adipogênica: MSCGM ou DMEM, MSCGS, dexametasona, IBMX, Jaiswal et al., 
BM é ospirada e diluída com EDTA- inntas eane Goalie i = insulina recombinante humana, indometacina e FCS. 19975 
PBS. A fração MNC é então isolada (D10, (13 ON (024 SLI Condrogénica: DMEM-HG, dexametasona, ácido ascórbico, Kern et al., 20062 
por centrifugação em gradiente CD36, CD45, CD38 CDAS CD49A piruvato de sódio, prolina, TGF-B1 e ITS* premix. lee et al., 2004'° 
de densidade e semeado a uma (D1 7 (D133 SSEA 4 HADR. Hepática: meio IMDM sem soro, fator de crescimento epidermal e bFGF. Lee et al., 2004'° 
densidade de 1 x 10 células por m?. Melos do sentido es ives Etapa 1 — IMDM, HGF, bFGF e nicotinamida. Woodbury et 
CD29. CD44 oF (090 e fera $ Etapa 2 — IMDM, oncostatina M, dexametasona e ITS premix. al., 2000% 
Marca ie do 6 ficie cili hie Neurogénica: DMEM, FBS, P-mercaptoetanol. Meio de indução neuronal 
Dia Oat se COISA = é composto de DMEM/BME. Posteriormente, DMEM/ DMSO e BHA. 
CÉLULAS-TRONCO HEMATOPOIÉTICAS HUMANAS (hHSC) 
PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 
Osteogênica: dexometasona, ácido ascórbico and Prglicerofosfato. 
Condrogénica: DMEM sem soro, ácido ascérbico-2-fosfato, piruvato 
tenio onn onni de sódio, prolina, dexametasona, ITS* premix , TGF-B3 e bFGF Kosss eto 
= k olbPoque. As células E Adipogênica: IBMX, dexametosona, insulino, indometacina. 7006251. 
retirados e transferidas para um tubo Marcadores de superfície celular positivos: Cells a E ea e deionizada, 7 ansferina -u Chong et al., 
e centifugodas. Depoisas células CD29, CD71, CD38, CD90 a E E 2012 
iS : noe Renee hidrocortisona, fator de célula-tronco, 11-3 e eritropoietina. ; 
são lavadas com meio de cultura (Thy-1), 105, CD166. Macófaga: meio RPMI 1640, FBS. Lalutomina. M-CSF Kassis et al., 
e centrifugadas. O sedimento de Marcadores de superfície celular negativos: a tod ide w IPS. 2006! 
células é então ressuspenso e as CD34, CD45 e CD38. OERS COT NT CO ONOK Osara Giarratana et 
E si orenen noi T Linfócito: RPMI 1640, FBS, L-glutamina e Il-2. al. 20052 


Epitelial: RPA 1640, FBS, L-glutamina e EGF. 
Endotelial: RPMI 1640, FBS, L-glutamina e VEGF. 
Hepatica: RPMI 1640, FBS e HGF. 
Neurogénica: RPMI 1640, FBS, L-glutamina e NGF. 


cultura de 10% a 20% de FBS. Thao et al., 20032 


AsA = acido ascórbico (ascorbic acid); ASAP = ácido ascórbico 2-fosfato (ascorbic acid 2-phosphate); bFGF = fator de crescimento 
fibroblástico básico (basic fibroblast growth factor); BGP = B-glicerofosfato; BHA = hidroxianisol butilado (butylated hydroxyanisole); 
BME = B-mercaptoethanol; BSA = albumina de soro bovino (bovine serum albumin); CD = grupo de diferenciação (cluster of differen- 
tiation); DMEM = meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s medium); DMEM-HG = meio Eagle modificado por 
Dulbecco, alta glicose (Dulbecco's modified Eagle’s medium high glucose); DMSO = dimetilsulféxido (dimethyl sulfoxide); EDTA = ácido 
etilenodiaminotetracético (ethylenediaminetetraacetic acid); EGF = fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor); FBS = 
soro fetal bovino (fetal bovine serum); FCS = soro fetal de cabra (fetal calf serum); HGF = fator de crescimento humano (human growth 
factor); HLA = antígeno leucocitário humano (human leukocyte antigen); HLA-DR: antígeno leucocitário humano-DR (human leukocyte 
antigen-DR); IBMX = isobutil-metilxantina (isobutyl-methylxanthine); IL-3 = interleukin 3; IMDM = Iscove's modified Dulbecco's media; 
ITS = insulina-transferrina-selénio (insulin-transferrin-selenium); MSCGM = mesenchymal stem cell growth medium; MSCGS = mesen- 
chymal stem cell growth supplement, NGF = fator de crescimento do nervo (nerve growth factor); PBS = solução salina tamponada 
com fosfato (phosphate buffered saline); RPMI = Roswell Park Memorial Institute; SH3 = domínio de homologia Src 3 (Src homology 
3 domain); SSEA-4 = antígeno específico do estágio embrionário 4 (stage-specific embryonic antigen-4); TGF = fator de crescimento 
de transformação (transforming growth factor); Thy-1 = antígeno timocitário (thymocyte antigen); VCAM-1 = molécula de adesão de 
célula vascular (vascular cell adhesion molecule-1); VEGF = fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor). 
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magnética por imagem (Magnetic resonance imaging — MRI) usa um nano- 
compósito de óxido de ferro superparamagnético (superparamagnetic iron 
oxide nanocomposite), que é internalizado pelas MSC”*!. Mais recente- 
mente, nanotraçadores de ouro (gold nanotracers) foram utilizados para 
marcar MSC e monitorá-las por métodos de ultrassom e fotoacústicos*. 

Procedimentos clínicos em humanos têm sido feitos há décadas com 
transplantes de HSC autólogas. Kessinger e grupo infundiram pacientes que 
sofriam de doenças hematológicas com sangue periférico?. Thomas e cola- 
boradores trataram cem pacientes de leucemia com transplantes de medula 
óssea até a década de 19702. Estudos mais recentes mostram casos de 
sucesso da terapia celular das MSC. Pacientes com defeito na espessura da 
cartilagem articular da patela, quando transplantados com gel de colágeno 
contendo BM-MSC direto sobre a cartilagem articular, tiveram o defeito 
reparado**. Pacientes com injúria no cordão espinhal foram tratados com 
UC-MSC$. Pacientes com cirrose hepática receberam infusão de HSC na 
veia periférica, mas apresentaram resultados poucos satisfatórios**. Esse 
mesmo grupo procedeu a transplante de BM-MSC via artéria hepática e 
obtiveram resultados melhores, trazendo esperança para a terapia de rege- 
neração hepática*”. 


18.3 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS 
DE TECIDO ADIPOSO E SANGUE MENSTRUAL 


18.3.1 Células-tronco derivadas de tecido 
adiposo (Adipose-derived Stem Cells - ASC) 


O tecido adiposo é uma fonte abundante e acessível de células-tronco 
que possuem a capacidade de se diferenciarem em diversos tipos celulares. 
À International Fat Applied Technology Society adotou o termo “células- 
tronco derivadas de tecido adiposo” (do inglês adipose-derived stem cells 
— ASC) para identificar a população de células isoladas do tecido adiposo. 
Essa população é caracterizada por células aderentes ao plástico e multipo- 
tentes**. É digno de nota o fato de que diferentes nomenclaturas podem ser 
encontradas na literatura para designar essa específica população de células 
isoladas de tecido adiposo, como “células-tronco adultas derivadas de tecido 
adiposo” (do inglês adipose-derived adult stem cells - ADAS), “células adul- 
tas estromais derivadas de tecido adiposo” ou “células estromais derivadas 
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Tabela 18.3. Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco humanos de sangue do cordão umbilical (Umbilical Cord Blood 
Mesenchymal Stem Cell- UCB-MSC) 


PROTOCOLO DE z z 
ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIA 
Adipogénica: IBMX, dexametasona, insulina e indometacina. 
Osteogênica: dexametusona, B-glicerofosfato e fosfato-ascorbato. 
O cordão umbilical é lavado Marcadores de superfície Hepútica: Etapa 1 — IMDM, HGF, bFGF e nicotinamida; Etapo-2 Romanov et al. 20032 
com EBSS e preenchido com celular positivos: — IMDM, oncostatina M, dexametasona e ITS* premix. + 


colagenase em meio 199. CD73/SH3, CD54 (ICAN+1),  Condrogênica: DMEM-HO, dexametosona, ácido ascórbico, piruvato de 

Acmostra é centifugada e (D29 (B1 integrina), CD49e sódio, prolina, fator transformador de crescimento: (transforming growth 

o sedimento é ressuspenso (a5 integrina), CD44, CD90 factor), ITS* (insulina, transferrina, selênio), BSA e ácido linóico. 
em DMENHG. As células (Thy-1), ASMA, CD105/ Cardíaca: meio de cultura, soro de cavalo, dexametasona e hidrocortisona. 


Lee et al., 2004" 


Lee et al., 2004 


são cultivadas e depois de © SH2/endoglina e (D13. Neurogênica: Gang etal. 20042 
quatro dias as células são Marcadores de superfície Etapa 1 — o meio consiste de IMDM, bFGF, ácido retinóico e BME. ames 

transferidas para uma placa celular negativos: Etapa 2 — IMDM 1, cAMP e AA. ais 
de cultivo e expandidos. CD14, CD45 and CD34. Etapa 3 — IMDM, hidrocortisona e cAMP. Woodhuy eta, 2000 


Etapa 4 — IMDM, aFGF, SHH, BDNF, NGF, 
vitronectina, AsA, IBMX, forscolina e PMA. 


aFGF = fator de crescimento fibroblástico acídico (acídic fibroblast growth factor); AsA = ácido ascórbico (ascorbic acid); ASMA = alpha 
-smooth muscle actin, BDNF = fator neurotrófico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor); bFGF = fator de crescimento 
fibroblástico básico (basic fibroblast growth factor); BME = B-mercaptoethanol; BSA = albumina de soro bovino (bovine serum albumin); 
cAMP = adenosina monofosfato ciclica (cyclic adenosine monophosphate) CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM 
-HG = meio Eagle modificado por Dulbecco, alta glicose (Dulbecco's modified Eagle's medium high glucose); DMEM-LG = meio Eagle 
modificado por Dulbecco, baixa glicose (Dulbecco's modified Eagle's medium, low glucose); EBSS = Earle’s balanced salt solution; HGF 
= fator de crescimento humano (human growth factor); IBMX = isobutil-metilxantina (isobutyl-methylxanthine); ICAM- = intercellular 
adhesion molecules-1; IMDM = Iscove’s modified Dulbecco's medium; ITS = insulina-transferrina-selênio (insulin-transferrin-selenium); 
NGF = nerve growth factor, PMA = phorbol myristate acetate; SH2 = domínio de homologia Src 2 (Src homology 2 domain); SH3 = 
dominio de homologia Src 3 (Src homology 3 domain); SHH = sonic hedgehog; Thy-1 = antigeno timocitdrio (thymocyte antigen). 


de tecido adiposo” (do inglês adipose-derived stromal cells - ADSC), “célu- 
las estromais do tecido adiposo” (do inglés adipose stromal cells - ASC), 
“células-tronco mesenquimais do tecido adiposo” (do inglés adipose 
mesenchymal stem cells - AdMSC), “preadipócitos”, “células processadas 
de lipoaspirado” (do inglés processed lipoaspirate cells — PLA), e “células- 
tronco/estromais derivadas de tecido adiposo” (do inglês adipose-derived 
stromal/stem cells — ASC)*???. ASC são células-tronco mesenquimais, assim, 
são progenitores de tipos celulares derivados da mesoderme e também são 
células estromais. Em passagens tardias, culturas de ASC são homogêneas e 
apresentam morfologia fibroblastoide? (Figura 18.1). 
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A) Diferenciação Lipoaspiração Colheita do Sangue Diferenciação 
do Cordão Umbilical 






Células Tronco Derivadas Células Tranco Derivadas 
de Tecido Adiposo de Sangue do Cordão 
Umbilical 





B ) Diferenciação Sangue Menstrual Colheita Medula Óssea Diferenciação 





Células-Tronco Darivadas Células-Tronco Derivadas 
da Sangue Menstrual da Medula Ossea 


Figura 18.1 As células-tronco foram obtidas a partir de diversos tecidos e isoladas com protocolos diferentes. (A) células-tronco me- 
senquimais derivadas de tecido adiposo (do inglês, adipose-derived stem cells -ASC), do sangue do cordão umbilical (do inglês umbilical 
cord blood mesenchymal stem cell - UCB-MSC)) e (B) da medula óssea (do inglês bone marrow-derived stem cell- BMSC) e células- 
tronco mesenquimais do sangue menstrual (do inglés menstrual blood mesenchymal stem cells - MenSCs) podem se diferenciar em 
osteoblastos, condrócitos, cardiomiócitos, neurônios, adipócitos, miócitos, hepatócitos, pâncreas, células epiteliais e endoteliais (também 
relacionadas com a angiogênese). O processo de diferenciação é induzido por fatores de crescimento, hormônios e moléculas orgânicas 
(ver tabelas 18.2 a 18.5 para obter informações detalhadas) . 


O tecido adiposo é composto, principalmente por células de gordura 
organizadas em lóbulos, sendo composto por adipócitos maduros, em mais 
de 90% do volume do tecido, e por uma fração de estroma vascular (do 
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inglês stromal vascular fraction — SVF), onde são encontrados preadipó- 
citos, fibroblastos, células vasculares do músculo liso, células endoteliais, 
monócitos/macrófagos residentes, linfócitos e ASC (Figura 18.1A)º*%. Por- 
tanto, diferentes populações de células-tronco/progenitoras multipotentes 
são todas CD4S negativas. À relação de descendência entre MSC e pericitos 
existe como base para os diferentes fenótipos de células-tronco do tecido 
adiposo”. O tecido adiposo do abdômen inferior é a região que contem 
a maior porcentagem de ASC, em comparação com outros sítios. Adicio- 
nalmente, o tecido conjuntivo fibroso, que contém mais tecido adiposo 
branco, tem um conteúdo mais elevado de ASC. Rodbell, em 1964, foi o 
primeiro pesquisador a descrever a técnica para isolar as ASC do tecido 
adiposo?”**. Nesse trabalho, blocos de gordura foram removidos de ratos e 
lavados sucessivamente para remover as células hematopoiéticas presentes 
no tecido. Em seguida, o tecido foi incubado e digerido com colagenase para 
liberar a população de células. Dentre elas, adipócitos maduros e ASC foram 
separados por centrifugação, encontrados na fração superior e inferior, res- 
pectivamente. A seleção final é alcançada pela aderência das células-tronco 
ao plástico, assim, as demais células, como as células do sangue periférico, 
fibroblastos, periócitos e células endoteliais são descartadas na manutenção 
das condições de cultura”?! (Tabela 18.4, Figura 18.1B). 

Portanto, as ASC podem ser isoladas pela sua capacidade de aderir ao 
plástico de placas de cultura de tecidos. O procedimento com camundongos 
é similar”. Depois de isoladas, as ASC são tipicamente expandidas em meio 
minino contendo 10% de soro fetal bovino, em cultura de monocamadas em 
plastico. Um protocolo semelhante foi utilizado no isolamento de células- 
tronco humanas!ºº, Blocos de gordura humanos também foram utilizados, 
mas avanços nos procedimentos cirúrgicos têm simplificado esse processo. O 
material aspirado retirado no processo de lipoaspiração é uma ótima fonte 
de células-tronco. Devido à infusão de solução salina e anestésica durante 
o procedimento cirúrgico, o material lipoaspirado é encontrado na forma 
fluida, o que facilita o processo de separação celular e possibilita a recupe- 
ração da maioria das células”?! (Tabela 18.4, Figura 18.1B). Essa metodo- 
logia permite a recuperação de 0,1 - 1x10º células nucleadas em 200 mL do 
material lipoaspirado, das quais 10% são ASC. In vitro, ASC exibem um 
tempo de duplicação de dois a quatro dias, dependendo do meio de cultura 
e do número de passagens*”. Em relação à senescência há controvérsias sobre 
a conservação da atividade da telomerase durante as passagens. De acordo 
com vários estudos, a atividade desta enzima é reduzida com as sucessivas 
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passagens e as carateristicas das células deixam de ser idénticas, revelando 
ainda mutações em ASC humanas*. 


Tabela 18.4 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco humanas derivadas de tecido adiposo (hASC) 





PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIA 
Marcadores de superfície 
ASC de lipoaspirado foram lavados celular positivos: 
com PBS. À amostra foi digerida CD106, CD13, CD49, CD44, Kinna 
com colagenase. Meio de K-NAC foi CD90, (D105, CD29, e CD166. Osteogênica: dexametasona, B-glicerofosfato Ch 9 t E 
adicionado ao sedimento de células. Marcadores de superfície e oscorbato 2-fosfato afl i = 3 
Suspensão celular foi remisturada, celular negativos: 
filtrada, plaqueada e incubada. HLA-DR, CD133, CD117, CD45, 
(D31, STRO-1, HLAII e CD34. 
0 lipoaspirado foi lavado com PBS. aoe eee 
As células foram plaqueados em an pl a os 6 Condrogênica: DMEM/F12, e ascorbato 2-fosfato, Kim et.al 
frascos de cultura. Após a segunda Bone lies me o fide L-prolina, dexametasona, piruvato de sódio, ITS, A j 
passagem, as células foram suspensas allies shoe isolados ou combinações de TGF-B2, TGF-P2 e IGF. 
em meio de criopreservação. CD49, CD4 r (3 i 
ASC de abdominoplastia foram Marcadores de superfície 
lavadas com PBS, centrifugadas celular positivos: 
e:ssuspenses >it meio ocMEM (029, CD90, CD105 e CD44. Hepática: expansão em meio sem soro, Seo et al., 
Fin saquide 0s clulos farm . Marcadores de superficie rhOSM dimetilsulfóxido e rhHGF. 2005% 
suspensas em meio de expansão celular negativos: 
i HLADR, CD14, CD45, e (D34. 
Marcadores de superficie 
> celular positivos: Pancreática: meio DMEM/F12 sem glicose, penicilina/ 
e ee E ckit e SCF estreptomicina, nicotinamida, fator de crescimento de Timper et al., 
ala e com meio DMEM/F12 Marcadores de superficie hepatécito, pentagastrina, B-27 ativina-A, exendina-4, 20062” 
E celular negativos: suplemento livre de soro e suplemento N-2. 
ABCG2, nestina, Thy-1 ¢ Isl-1 
Marcadores de superficie 
hASC de lipoaspirado foram celular positivos: 
suspensas em DMEM e centrifugadas. MHC 1, CD90, CD73, CD44, Rd ao Ne 
"o sedimento foi eae (D29 e CD105 (endoglina). eae maty livre de soro, hEGF, BFGF, ploca Argh bd 
em NH,Cle filtrado. As células Marcadores de superfície coberta com polis, BDNF, FBS e all-trans RA. al, 2008 
foram cultivados em DMEM. celular negativos: 
CD34, CD45, CD31 e CD14. 
ASC de lipoaspirado foram lavadas ane a 
com PBS, suspensas em DMEM anos amare Cordiogénica: DMEM-LG, insulina, transfertina, selenito Choi etal 
e centrifugadas. O sedimento il re oa ide de sódio, FCS, antibióticos, de albumina de soro 20103" 
foi ressuspenso em NH CI e col na bovino, ascorbato, dexametasona e ácido linoleico. 


incubado em meio DMEM. 


(034 e (D45. 
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PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIA 


Adipogénica: dexametasona, isobutil metilxantina, 
indometacina, insulina e tiazolidinodiona. 





Marcadores de superfície Cardiomiogénica: transferrina, IL:3, IL-6 e VEGF. 
celular positivos: Condrogênica: ácido ascórbico, proteína 
SE ida (D9, CD29, CD49, CD54, CDIOS, morfogenética óssea 6, dexametosona, insulina 
lavados com PBS, di a dis ae £ (D166, CD44, CD71, CD10, e fator de crescimento transformante-B. 
ia Mg CD13, CD73, CD90 e CD146. Endotelial: meio apropriado (EGM+2-MV), ascorbato, Gimble et 
colagenase, filtradas e centrifugadas. + i iea s 98 
: Marcadores de superficie fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento al., 200 
As hASC foram cultivadas em il aoe directos hesieoce dio 
O A TNCUHACTOS celular negativos: ; e tibro astos básico e hidrocortisona. 
? , CD11b, CD18, C50, D56, Miogênica: dexametasona e soro de cavalo. 
CD62, CD104, CD16, C14, Neurogénica: hidroxianisole dutilado, 
CD31, CD45 e HLA-DR. ácido valproico e insulino. 
Osteogênico: ácido ascórbico, proteína morfogenética 
óssea 2, dexametasona e 1,25-di-hidroxivitamina D3. 
Marcadores de su perfice Adipogênica: fator de crescimento ligado a insulina-1 
celular positivos: pra h ed ã 
(IGF-1), hormônio de crescimento, glicocorticóides, 
) ; CD9, CD10, CD13, CD29, ve here R oe 
hASC foram isoladas a partir insulina, ácidos graxos e adenosina cíclica monofosfato. 
‘Ciena ; (044, (D49e, CD51, CD55, ee We Sa 
de lipoaspirado através de um Osteogénico: dexametasona, ácido ascórbico, 
CD59, CD90 e CDI 66. E > Locke et al., 
tratamento com colagenase, E P-glicerofosfato e fator de crescimento, E 
z irao NE Marcadores de superfície i pent 2009 
seguido por centrifugação e técnica salir wantin proteina morfogenética óssea 2. 
de plaqueamento diferencial. E Condrogénica: insulina, TGF-B1 e ascorbato. 
(D110, CD11b, CD11, CD14, Ne bth cone 
Miogênica: meio completo com soro de cavalo e 
CD16, C18, CD31, CD45, glicocorticoide, como hidrocortisona e/ou dexametasona 
CD50, CD56, CD104 e HLADR. k ; 
hASC foram isolados a partir Marcadores de superfície Adipogénica: DMEM, isobutilmetilxantina, 
de lipoaspirado, digeridas com celular positivos: dexametasona, insulina e indometacina. 
colagenase. As células obtidas foram CD34 e CD90. Osteogênica: DMEM, FBS, a dexametasona, Yoshimura et 
separadas por meio de centrifugação Marcadores de superfície ascorbato-2#osfato e B-glicerofosfato al., 2006% 
por gradiente de densidade, celular negativos: Condrogénica: DMEM, FBS, insulina, 
recolhidas, lavadas e filtradas. CD31, CD45, (D105 e (D146. TGF-B1 e ascorbato-2-fosfato. 


ABCG2 = cassete membro da subfamília G de ligação a ATP f2 (ATP-binding cassette sub-family G member 2); ASC = células-tronco derivadas 
de tecido adiposo (adipose-derived stem cells); BDNF = fator neurotrófico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic factor); CD = grupo 
de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM/F12 = meio Eagle modificado por Dulbecco/mistura nutriente F-12 (Dulbecco’s modified 
Eagle's medium/nutrient mixture F-12; DMEM-LG = meio Eagle modificado por Dulbecco, baixa glicose (Dulbecco's modified Eagle's medium, 
low glucose); EGM-2-MV = meio de crescimento celular endotelial microvascular-2 (microvascular endothelial cell growth medium-2); FBS = 
soro fetal bovino (fetal bovine serum); FCS = soro fetal de cabra (fetal calf serum); hEGF = fator de crescimento epidérmico humano (human 
epidermal growth factor); HLA = antigeno leucocitário humano (human leukocyte antigen); HLA-DR = antigeno leucocitário humano-DR (human 
leukocyte antigen-DR); IGF = fator de crescimento ligado à insulina (insulin-like growth factor); Isk1 = Islet-1; ITS = insulina-transferrina-selénio 
(insulin-transferrin-selenium); K-NAC = N-acetil-L-cisteina (NAC) ¢ dcido L-ascérbico 2-fosfato; o-MEM = meio de Eagle o-modificado (a-modified 
Eagle's medium); MHC = complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex); NH, CI = cloreto de amônio; PBS = 
solução salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline); RA = ácido retinoico (retinoic acid); rhHGF = fator de crescimento humano 
recombinante (recombinant human growth factor); hOSM = oncostatina humana recombinante M (recombinant human oncostatin M); SCF = 
fator de células-tronco (stem cell factor); STRO-1 = precursor estromal de antígeno-1 (stromal precursor antigen-1); TGF = fator de crescimento 
de transformação (transforming growth factor); Thy-1 = antígeno timocitário (Thymocyte antigen); VEGF = fator de crescimento endotelial vas- 
cular (vascular endothelial growth factor); bFGF = fator de crescimento fibroblástico básico (basic fibroblastic growth factor); HLA-DR = antígeno 
leucocitário humano-DR (human leukocyte antigen-DR); DMEM = meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's medium). 
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Colheita Liquido Amniático Colheita Córion 


Diferenciação Diferenciação 





Células Tronco Derivadas Células Tronco Derivadas 
do Líquido Amnlótico do Cérlon 


Figura 18.2 Células-tronco de diversas origens requerem diferentes protocolos de isolamento. Células-tronco derivadas de sangue 
menstrual (do inglés menstrual blood-derived stem cells — MenSC), líquido aminiótico (do inglês amniotic-derived mesenchymal stem 
cells — AmnSC) e córion (do inglês chorionic mesenchymal stem cells — ChSC) podem se diferenciar em osteoblastos, condrócitos, 
cardiomiócitos, neurônios, adipócitos, miócitos, hepatócitos, células pancreáticas, células epiteliais e endoteliais (também relacionadas 
com a angiogênese). A indução de diferenciação de células-tronco depende de fatores de crescimento, hormônios e moléculas orgânicas 
(para informações mais detalhadas, consultar Tabelas 18.7 a 18.10). 


18.3.2 Células-tronco derivadas de sangue 
menstrual (menstrual blood stem cells - MBSC) 


O endométrio humano é um tecido que sofre remodelagem dinâmica, 
onde ocorrem mais de 400 ciclos de regeneração, diferenciação e sangra- 
mento durante o período reprodutivo da mulher'º!. O sangue menstrual con- 
tém fragmentos do endométrio, que é eliminado durante a menstruação. O 
endométrio é composto por duas camadas: a funcional, que está sempre pas- 
sando pelo processo de reestruturação, e a basal, composta principalmente 
por tecido conjuntivo fibroso frouxo!º2, 

As células-tronco mesenquimais podem ser obtidas do útero através de 
vários processos, incluindo histerectomia, curetagem diagnóstica e sangue 
menstrual'º3. Em 2007, Meng descreveu uma nova população de células- 
tronco extraídas de sangue menstrual!º*, O isolamento dessas células foi 
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realizado através da coleta de sangue menstrual em recipientes apropriados 
contendo antibióticos e heparina. As células foram então processadas com 
um coquetel de antibióticos/antimicóticos (vancomicina, cefotaxima sódio, 
amicacina, gentamicina e anfotericina B), lavadas com solução salina tampo- 
nada com fosfato (do inglês phosphate buffered saline — PBS) e isoladas por 
centrifugação em gradiente de densidade descontínuo e através da adesão 
ao plástico!*, Após o isolamento, esta linhagem celular pode ser mantida 
em meio mínimo suplementado. A morfologia das células isoladas de sangue 
menstrual é típica de células-tronco mesenquimais!º?: elas possuem carac- 
terísticas de célula-tronco como autorrenovação, alto potencial de prolife- 
ração in vitro e, mais importante, habilidade de se diferenciar em diversas 
linhagens celulares em meios de indução. Essas células multipotentes têm a 
capacidade de se diferenciar em várias células funcionais incluindo cardio- 
miócitos, epitélio respiratório, células neuronais, miócitos, células endote- 
liais, células pancreáticas, células neurogênicas, células adiposas e osteócitos 
(ver Tabela 18.5, Figura 18.1B). Culturas de células aderentes obtidas de 
sangue menstrual expandem-se rapidamente; seu tempo de duplicação é de 
18 a 36 horas!º!, e podem ser mantidas in vitro por 68 duplicações, sem que 
seja perdida a expressão de marcadores de superfície ou apresentem anor- 
malidades cariotípicas!*. Khanjani e colaboradores exploraram a habilidade 
de diferenciação de MBSC em hepatócitos e demonstraram que, embora 
o grau de diferenciação seja extremamente dependente das concentrações 
de elementos específicos (fator de crescimento de hepatócitos e oncostatina 
M), as células diferenciadas expressam marcadores de hepatócitos maduros, 
como albumina, tirosina aminotransferase e citoqueratina-18 em nível de 
RNA mensageiro (mRNA) e proteínas. Elas também mostraram proprieda- 
des funcionais de hepatócitos, incluindo secreção de albumina, estoque de 
glicogênio e expressão de citocromo P450 7A1 (Tabela 18.5, Figura 18.1). 
Portanto, hepatócitos derivados de MBSCs podem ter potencial para dar um 
grande passo na aplicação de células-tronco como terapia, como por exem- 
plo em doenças hepáticas crônicas!” 

Em geral, MBSC é a única população celular que pode ser isolada 
com segurança (procedimento não invasivo) e fornecer uma fonte expan- 
sível de células-tronco para engravidar mulheres com mais idade. Sem 
dúvida, o estudo das características de MBSC proporcionará uma nova visão 
sobre o futuro tratamento de várias doenças. 
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Tabela 18.5 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco mesenquimais derivadas de sangue menstrual (Menstrual 
Blood-derived Mesenchymal Stem Cells -MBSC) 


PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIA 


Adipogênica: meios de indução adipogênica comerciais. 
Marcadores de superfície Osteogênica: meios de indução osteogênica comerciais. 
ei celular positivos: Endotelial: meios de indução endoteliais comerciais. 
CD9, CD29, CD59, CD73,  Neurogênica: meios de indução neuronal NPMM comerciais, 


de sangue menstrual foram separadas es dg 
covés do conilugação de grodanto (D410, CD44, CD90, CD105, penicilina /estreptomicina, e glutamax hFGF-4. 


diodo ico hTERT e Oct4. Epitélio pulmonar: meio de indução SAGM Comercial. lin et al, 2011108 
di dm JE rene as Marcadores de superficie Hepática/pancreática: meio de indução comercial, fator 

Alsan re a ia celular negativos: de crescimento de hepatócitos, bFGF, hFGF-4 e SCF. 
SADS 20 poun. CD14, CD34, CD38, CD45, Cardiogénica e miogénica: DMEM completo, 


(D133, STRO-1, SSEA-4 ¢ Nanog 5-azacitidina, seguido pelo cultivo com meio de 
crescimento muscular esquelético e bFGF. 





Marcadores de superficie celular 


Células derivadas do sangue menstrual —_positivos: SSEA-4, Oct4, CD11 7, te B E mee E Fen e 
foram lovados em meio completo, (D29, CDM4, DI 66, CDT3 6 (090. (ic Kit de indução de aro tomaria. Schwab et al. 2005 
semeadas em frascos de cultura e Marcadores de superficie SONNE NEL CNM OTEK), SEMANA, 
crescidos om melo complto de Chang celular negativos: (D133, Cardiomiogénica: kit de indução de diferenciação comercial. 


CD45, CD105 e CD34. Neurogênica: kit de indução de diferenciação comercial. 


Osteogênica: DMEM, soro fetal bovino, dexometasona, 
Prglicerofosfato, ascorbato-2-osfato. 
Adipogênica: DMEM, FBS, a dexametasona, 
insulina recombinante humana, isobutil 
= T-metil-xantina e indometacina. 

As células mononucleares derivadas de a Condrogénica: meio contendo FBS, fator de crescimento 
sangue menstrual foram separados através j transformador 3, proteína morfogenética óssea 6, 
de centrifugação por gradiente de densidade (D105, C073, (DUG a Oh dexametasona, 1x ITS + 1 (ITS + ácido albumina  Gargett et al., 2010 


e lavadas com PBS. O sedimento celular ne de soro bovino e linoleico) e ácido ascórbico. 
foi suspenso em DMEM completo e -F12. ta 45, Hepatica: Commitment step: plaqueamento matriz 


extracelular gel com DMEM isento de soro suplementado 
com EGF e bFGF. Passo de diferenciação: meio isento 
de soro contendo dexametasona, 1% de ITS + 1, 
NTA e HGF. Passo maturação: meio isento de soro 
contendo dexametasona, 1% ITS + 1 e OSM. 


CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM = meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's me- 
dium); EGF = fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor); FBS = soro fetal bovino (fetal bovine serum); FGF = fator de 
crescimento fibroblastico (fibroblast growth factor); hFGF = fator de crescimento fibroblástico humano (human fibroblast growth factor); 
HGF = fator de crescimento humano (human growth factor); hTERT = telomerase transcriptase reversa humana (human telomerase rever- 
se transcriptase); ITS = insulina-transferrina-selénio (insulin-transferrin-selenium); Nanog; NPMM = meio de manutenção de progenitores 
neurais (neural progenitor maintenance medium); NTA = ácido trisódico nitriloacético (nitrilotriacetic acid trisodium); Oct4 = fator de 
transcrição de ligação ao octâmero 4 (octamer-binding transcription factor 4); OSM = oncostatina M; PBS = solução salina tamponada 
com fosfato (phosphate buffered saline); SAGM = meio de crescimento das pequenas vias aéreas (small airway growth medium); SCF = 
fator de células-tronco (stem cell factor); SSEA-4 = antígeno específico do estágio embrionário 4 (stage-specific embryonic antigen-4); 
STRO-1 = antígeno precursor estromal-1 (stromal precursor antigen-1). 
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18.3.3 Marcadores de superfície de células-tronco 
derivadas do tecido adiposo e sangue menstrual 


18.3.3.1 Células-tronco derivadas do tecido adiposo 


Vários grupos de pesquisa independentes investigaram as ASC na tenta- 
tiva de identificar marcadores específicos de superfície celular (Tabela 18.4, 
Figura 18.14). Assim, a expressão das proteinas CD105/SH2, CD73 e CD90 
e a falta de expressão das proteínas CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a 
ou CD19 e HLA-DR tem fornecido evidências para ASC™*. CD73 é conside- 
rado um marcador característico de células mesenquimais e, em adição, tem 
sido relatado que CD29, CD44 e SH3 também são marcadores moleculares 
característicos de MSC. 

A expressão do antígeno precursor estromal-1 (do inglês, stromal-derived 
factor-1 - STRO-1), que é normalmente utilizado como marcador para célu- 
las progenitoras de medula óssea, também tem sido encontrada em ASC. Em 
contraste, a expressão de marcadores de linhagens hematopoiéticas, como 
de CD31, CD34 e CD45 não foi detectada nessas células através de cito- 
metria de fluxo e imunofluorescência!™. Alterações no perfil de expressão 
podem ser atribuídas ao tempo e número de passagens. Após duas ou mais 
sucessivas passagens em cultura, as características das moléculas de adesão, 
enzimas e receptores de superfície, matriz extracelular e proteínas do citoes- 
queleto, bem como proteínas associadas com o fenótipo das células-tronco, 
podem ser alteradas. No entanto, apesar das diferenças nos procedimentos 
de isolamento e cultura, o imunofenótipo de ASC é relativamente consistente 
entre diferentes estudos”. Sucessivas passagens de ASC podem levar a ele- 
vados níveis de expressão de CD117 (c-kit), antígeno leucocitário humano- 
DR (human leukocyte antigen-DR - HLA-DR), bem como marcadores de 
células-tronco, como CD34. Ao mesmo tempo, níveis reduzidos de expres- 
são de marcadores de células-tronco tais como CD13, CD29 (integrina B1), 
CD44 (hialuronato), CD63, CD73, CD90, CD105 (endoglina) e CD166 tém 
sido demonstrados. Além disso, ligeira presença de CD106 foi avaliada em 
culturas de ASC!”, Outro estudo mostrou que, após a terceira passagem, a 
expressão de OCT4, c-kit e CD34 em culturas de ASC é eliminada, enquanto 
a expressão de Sca-1 tem uma melhoria significativa. Essas células têm sido 
identificadas como positivas para CD29 e CD44, e negativas para expressão 
de CD45 e de CD31”. Finalmente, em adição aos marcadores de superfície 
mencionados acima, B-actina de músculo liso, fator de crescimento derivados 
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de plaquetas (platelet-derived growth factor - PDGF), receptor-P e neuro- 
glial proteoglicano 2 tém sido identificados em células-tronco derivadas de 
tecido adiposo”. 


18.3.3.2 Células-tronco derivadas de sangue menstrual 


As células-tronco isoladas de sangue menstrual expressam marcado- 
res tipicos de células-tronco mesenquimais, CD29, CD44, CD73, CD90 e 
CD105 (108), que também são expressos em outros tecidos, como medula 
óssea e tecido adiposo!"!. Entretanto, estas células não expressam STRO-1, 
CD31 (marcador de células epiteliais), CD34 (marcador de células-tronco 
hematopoiéticas e epiteliais), CD45 (marcador de leucócitos) ou HLA-DR". 
Mais estudos demonstraram a expressão de outras proteínas superficiais 
nessa linhagem celular por citometria de fluxo, como CD9, CD41a, CD59 
e a ausência de expressão de CD14, CD38 e CD133, além dos marcadores 
já descritos!º*, É importante ressaltar que alguns autores também relata- 
ram a expressão de marcadores de pluripotência em MBSC, como fator de 
transcrição de ligação ao octâmero 4 (Oct4), antígeno específico do estágio 
embrionário 4 (stage specific embryonic antigen 4 —- SSEA-4), Nanog e c-kit 
(CD117), em adição às proteínas de superfície !04109, 


18.4 APLICAÇÃO CLÍNICA 


18.4.1 Células-tronco derivadas do tecido adiposo 


No campo da medicina regenerativa, estudos de investigação básica e 
pré-clínicos foram conduzidos para superar as deficiências clínicas, com a 
utilização de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Uti- 
lizando essa atrativa população de células, as pesquisas têm explorado a 
segurança e eficácia da implantação de ASC em diferentes modelos animais. 
Da mesma forma, os dados pré-clínicos e ensaios clínicos em estudo com 
ASC foram iniciados em uma variedade de áreas médicas (Tabela 18.6). 

Sabe-se que as abordagens terapêuticas atuais para a perda de músculo 
não pode restaurar a função muscular efetivamente. Portanto, ASC podem 
ser induzidas a diferenciar-se em células do músculo esquelético e células 
de músculo liso in vitro, o que pode proporcionar uma fonte alternativa de 
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células acessíveis e expansíveis para a terapia celular de desordens muscu- 
lares. De fato, Di Rocco e colaboradores demonstraram que ASC também 
têm demonstrado capacidade para diferenciação miogênica in vivo!!?. ASC 
alogênicas injetadas por via intravenosa ou diretamente no músculo afe- 
tado podem restaurar a função muscular em modelo de distrofia muscular 
murino sem quaisquer sinais de rejeição imunológica. Em outro estudo, a 
combinação de ASC induzidas para diferenciação miogênica e esferas injetá- 
veis de ácido poli(láctico-co-glicólico) (poly(lactic-co-glycolic) acid - PLGA) 
ligadas às ASC induzidas a miogenicidade foram injetadas subcutaneamente 
nos pescoços de camundongos nude (camundongos imunodeficientes). Foi 
observada a formação de tecido muscular sob a pele de camundongos que 
receberam ASC induzidas à diferenciação miogênica ligadas ao PLGA, mas 
não naqueles que receberam apenas esperas de PLGA!!!, No entanto, ainda 
não está claro se ASC se diferenciam diretamente em linhagens celulares 
miogênicas ou se elas se tornam incorporadas às fibras musculares via fusão 
celular. De acordo com Di Rocco e colaboradores, é provável que ASC con- 
tenham diferentes subconjuntos de células capazes de qualquer outra fun- 
ção!º, Aperfeiçoamento da capacidade de regeneração miogênica e muscular 
de células-tronco derivadas de tecido adiposo com expressão forçada de 
fator de diferenciação miogênica D (MyoD), através de transduções virais, 
foi também conseguido em camundongos!'2, 

ASC também podem formar células osteoides in vivo. Cultura de ASC 
com indução osteogênica dentro de suportes ou scaffolds atelocolágeno 
em forma de colmeia com membrana vedada (do inglês, atelocollagen 
honeycomb-shaped scaffold with a membrane seal - ACHMS), quando 
implantado por via subcutanea em camundongos nude, possuem alta capa- 
cidade de diferenciação em osteoblastos!!3, Dessa forma, ASC combinadas 
com diferentes tipos de biomateriais ou compostos biomiméticos foram 
empregues com sucesso em estudos in vivo para reparar defeitos ósseos crí- 
ticos em modelos murinos e em coelhos!!4!!6. Além disso, ASC humanas 
geneticamente modificadas pela transferência adenoviral para superexpres- 
são de proteína morfogenética óssea-2 (bone morphogenetic protein 2 — 
BMP-2, um fator osteoindutivo) poderiam induzir à formação óssea in vivo 
e curar um defeito crítico no tamanho femoral em ratos nudes"'”. Estudos 
em curto prazo in vivo, usando ASC por um modelo de fusão vertebral inter- 
corpo, também foram avaliados!!*. Recentemente, Uysal e Mizuno demons- 
traram que injeções tópicas de ASC no sítio da injúria acelera a reparação 
de tendão em coelhos, como apresentado por um aumento significativo na 


Células-Tronco Mesenquimais Adultas de Diversas Origens: Uma Visão Geral Multiparamétrica para Aplicações Clínicas 765 


resistência à tração, diferenciação direta de ASC em tenócitos e células endo- 
teliais, e aumento de fatores de crescimento angiogênicos!"”. 

ASC são promissoras candidatas para a regeneração do miocárdio, 
especialmente em contextos clínicos agudos. Estudos pré-clínicos em animais 
de grande porte indicam que as ASC podem ser uma potencial alternativa 
na terapia celular cardíaca, uma vez que elas são capazes de se diferenciar 
em células que apresentam fenótipos de cardiomiócitos ou de células endo- 
teliais, e também expressam fatores de crescimento angiogênicos e fatores 
antiapoptóticos!?, Assim, vários estudos in vivo mostraram que transplan- 
tes alogênicos e xenogênicos de ASC isoladas têm o potencial de melhorar 











a função cardíaca em experimentos com injúria miocardial induzida!2!-12º 
(Tabela 18.6). 
Tabela 18.6 Aplicações clínicas: estudos in vivo 
vo MOO ESPÉCIE TIPO E VIA DE TRANSPLANTE RESULTADOS REFERÊNCIA 
E Comundongos E E 
Célulastronco com isquemia nos Injeção intramuscular. Incorporação de ASC em fibras musculares, Di Rocco et 
derivadas de Distrofia muscular À Es com restauração significativa da expressão io 
sith membros posteriores Alogénico. S al., 2006 
tecido adiposo (camundongos mdx de distrofina em camundongos mdx. 
= ASC são injetadas subcutaneomente. Tecidos musculares recémformadosem y; ii 
Regeneração muscular Camundongos nude loiro. rosaus teceberam ASC nolo P i Kim et al., 2006 
strofi. musilor Camundongos ecu my Aumento no número de fibras Goudenege et 
RAG2/~yC-/ a derivadas de células hMADS. al., 2009"? 
Scaffolds ACHMS são transplantados Foram observadas formação de tecido Hattori et cl 
Osteogénese Camundongos nude subcutaneamente. fibroso, vascularização, calcificações E? 
A pa : 2004 
Xenogênico e olta rádio-opacidade. 
E Scaffolds de ASC são enxertados : 
Rene taman Coelho na calota craniana. Formação óssea avançada. Di ta 
Autólogo 
ASC humanas osteoinduzidas 
Defeito crítico na em scaffold PLGA foram Copacidade de regeneração óssea em Yoon et al., 
Ratos nude 
calota craniana Ose implantadas na calota craniano. defeitos esqueléticos de tamanho crítico. 2007" 
Xenogênico. 
ASC encapsulados em gel 
Defeito crítico no de colágeno | com scaffolds Osteoê ses otek 
tamanho radial Coelho PLGA-B-TCP foram implantadas Steogenese em SÍHos OFOIÓPICOS Hag et al., 2010!" 
$ h com tamanho crítico. 
segmentar em defeitos radiais. 


Autólogo. 
hASC geneticamente modificados 
Defeito femoral Ratos nude em BMP-2 foram implantadas 
em defeitos femorais. 


Indução da formação óssea in vivo e Peterson et 
cicatrização de defeito femoral. al., 2005"? 





Aumento significativo na resistência à 
tração, diferenciação de ASC para tenócitos Uysal et al., 
e células endoteliais e aumento de 201118 
fatores de crescimento angiogênicos. 
ASC humanas intramiocárdicas ASC humanas preservaram a função do 


Injória no tendão Coelho Injeção tópica de ASC. 


Inforto do miocárdio Ratos nude foram injetados. coração, aumentando a angiogênese local Cai et al., 2009” 
Xenogênico. e 0 brotamento do nervo cardíaco. 
Células foram injetados E 5 . 
rs z : : Melhorias na função cardiaca Valina et al. 
Infarto do miocárdio Suino intracoronariamente. elhoros na função cardiaca e oo 


Autólolo perfusão via angiogênese. 20071% 
ee a ee 
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v ORA ESPÉCIE TIPO EVIA DE TRANSPLANTE RESULTADOS REFERÊNCIA 
nar : Intramiocardial. Melhorias na função cardíaca de Wang et al., 
Infarto do miocárdio Rato Lewis Autólogo corações de ratos infartados. 200912 
aeea f Dimensão diastólica final do ventrículo 
Injeção no câmara ventricular : i 

Ra e esquerdo foi menos dilatada, a Schenke-Layland 

Infarto do miocárdio Rato Lewis esquerda e e di Aaaah et al, 20095 

g significativamente melhoradas. 
Comundongo Injeção intramiocardial GFP-ASC. As ASC foram capazes de promover q Leobon et al., 


Infarto do miocárdio (5781/6N Alogênico neovoscularização no coração isquémico 20091 
rea de infarto foi coberta 


com uma folha composta para 
Macacos Rhesus abrigar tanto ASC quanto SSEA- As ASC aumentaram a angiogênese. Bel et al., 2010'% 
+ progenitores cardiacos. 
Autólogo. 


Isquemia cerebral Ratos pa Fa me Recuperação funcional e mais Yang et al, 
s : redução de atrofia hemisférica. 2011" 


ASC diferenciadas em células de 


Oclusão na artéria 
coronária 


og a SS Schwann foram implantadas em Uma significante melhora na di Summa et 
v pragu Y extremidades secionadas do nervo. regeneração da distância do nervo al., 2010"! 
Alogênico. 
Injória na medula Injeção em sítios SCI. Melhorias da função neurológica e 
espinhal aguda Cachorro Alogénicos. e diferenciação neural. Ryu et al, 2009 
aem pec Recuperação significativa de função dos 
ui ae Ratos aa sa; membros posteriores. Fatores neurotróficos ee 


promoveram q recuperação funcional. 


Transplantaciio intramuscular s state as 
; Melhorias na sobrevivência celular, secreção Bm | 
3 ng et al., 


Isquemia nos de culturas de ASC humanos S pi 
: ; de fator angiogênico, neovascularização ii 
membros posteriores como esferoides. à so das mnb, 2011 


= Injeção na veia de hepotócitos 
Inti aguda Camundongos nude derivados de ASC humanos. Incorporação no parênquima do fígado. Banas otal, 
no figado Vanities 2007 
MOEN 
bs uesfouminondos Somos oto, Linge 
Ratos Sprague-Dawley via veia portal hepática ou a r ng ug 
| vala dorsal t nèni como aminotransferase, aspartato 2009 
pers. aminotransferase, de alanina e albumina. 
PDX-1-ASC transfectadas forom PDX-1-ASC adquiriram fenótipo de células 


Comundongos nude 


Injúria no fígado e 
hepatectomia parcia 


nie melts mr injetados por veia cauda. beta funcionais e função pancreática irama t 
one Alogênico. restaurado parcialmente in vivo. a 
Deformidade no Lipoinjeção facial em Melhoria da aparência. Substancial Korocliin et 
escleroderma linear Humanos combinação com ASC. melhora no resultado considerando a 201 er 
“em golpe de sabre” Autólogos. uma sessão de tratamento. 
Lipoinjeção tópica em Não houve diferença estatisticamente Yochimiea at 
Lipoatrofia facial Humanos combinação com ASC. significativa na pontuação da melhora clínica T zoda 
Autólogos. em relação à lipoinjeção convencional. A 
a Lipoinjeção tópica em à ; 
Reconstrução Ao Melhoria no transplante de gordura Yoshimura et 
da mama Bs no E at com retenção de volume. al., 20087" 
Sdiomode Enxerto ósseo esculpido. A tomografia computadorizada Taylor et al 
Treacher Colin Humanos ASC, BMP-2 e enxertos de demonstrou reconstrução óssea 20102 i 
peridsteo foram utilizados. completa dos zigomas bilaterais. 
Dake Ricci fi Injeção local associada Nova formação óssea e recuperação niidid 
leao Humanos àù cola de fibrina. da calvária próxima da completa após al, 2004154 
ganer. Autólogo. três meses da reconstrução. ae 
Grande defeito His pn oo is Não houve complicações, e o resultado Thesleff et al., 
ósseo craniano do foi satisfatório na ossificação. 20111 
Hem maxilectomia Implante de titânio gaiola cheia Integração de implantes ósseos, sem Mesimoki et 
devido a um grande Humanos de ASC, B-TCP e de BMP:2. de fan a a al, 200915 


queratocisto Autólogo. 
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CONDICAO OU 
v PATOLOGIA ESPÉCIE TIPO EVIA DE TRANSPLANTE RESULTADOS REFERÊNCIA 
Injeção local de ASC com cloreto 


Osteonecrose da de cálcio ativado, plasma coem Regeneração do tecido ósseo medular e Ñ 
cabeça femoral Humanos plaquetas e ácido hialurônico. redução em longo prazo da dor no quadril. Paket ol, 2012 
Autólogos. 
Isquemia a i naii a 
miocárdica oguda o E Células foram injetados dee da ie cardiaca, io Duckers et l., 
ctampremediment do umanos intracoronariamente. e ejeção e redução no tamanho do 201072 
Autólogo. infarto no grupo tratado com ASC. 


ventrículo esquerdo 
Fase final da doença 











oe Humanos a Estudo em curso. Resultados não disponíveis hearan 
esquerda grave 
Fe be o — Injeção tópica. A cicatrização completa do epitélio cormeano — Agorogiannis et 
persis Autólogas. foi observada um mês após o transplante. al, 201215 
Injeção de fistulos enterocutâneas gle 
a na parede do tracador associado A proporção de pacientes que alcançaram a bi “Omo et 
doença de Crohn Humanos a cola de fibrino. Injecoes cura da fístula foi significativamente maior al. 2005! 
retovaginais e fistulas perianais com ASC em comparação à cola de fibrina. Garcio-Dimo et 
na mucosa retal. Autólogo. al. 2009" 
cree Transplante de células derivadas do 
camera Dista muscular As células são injetadas sangue menstrual humano melhorou q 
de songue do Duda Comundongos mdx-SCID intramuscularmente. eficiéncia da regeneração musculare Cui et al., 2007 
nani Xenogênico. entrega da distrofina para os músculos 
em camundongos mdx distrófica-SCID. 
Cordiomiócitos derivados de 
As células são injetadas MMCs transplantados restauraram Hida et al 
Infarto do miocárdio Ratos nude F344 no miocárdio. significativamente a função cardíaca 20085" 
Xenogênico. prejudicada, diminuindo a área de infarto 


do miocárdio no coração de ratos. 
À progressão da doença não ocorre 
As células são injetados em pacientes tratados. Anormalidade, 


Esclerose múltipla Humanos intravenosa e intratecalmente. reações imunológicas ou efeitos unai 
Alogênico. adversos associados aos tratamentos 
aplicados não foram evidenciados. 
As células são injetadas MBSC transplantados reduziram 
- 5 a ao E -Borlongan et 
Isquemia cerebral Ratos Sprague-Dowle intracerebral e intravenosamente. significativamente anomalias comportamentais, al. 2010 
Xenogénica. melhorando disfunções motoras e neurológicas. ” 
a As células são injetadas 
ksqusmia rifia Humano intramuscularmente. Iniciando estudo clínico. NCTO1558908 


ACHMS = scaffolds atelocolágeno em forma de colmeia com membrana vedada (atelocollagen honeycomb-shaped scaffold); ASC = 
células-tronco derivadas de tecido adiposo (adipose derived stem cells); P-TCP = fosfato Pstricálcio (frtricalcium phosphate); BMP-2 = 
proteína óssea morfogenética-? (bone morphogenetic protein-2); camundongos mdx = camundongos com distrofia ligada ao X (mice 
with X-linked dystrophy); GFP = proteína fluorescente verde (green fluorescent protein); hMADS = células tronco multipotentes deri- 
vadas de tecido adiposo humano (human multipotent adipose-derived stem); MBSC = células-tronco do sangue menstrual (menstrual 
blood stem cells); MMCs = células mesenquimais derivadas de sangue menstrual (menstrual blood-derived mesenchymal cells); PDX-1 
= homeobox pancredtico-duodenal 1 (pancreatic-duodenal homeobox 1); PLGA = poli(dcido lactico-co-glicdlico) (poly (lactic-co-glycolic 
acid)); RAG2 = gene ativador de recombinação 2 (recombination activating gene 2); SCI = lesdo medula espinhal (spinal cord injury); 
SCID = imunodeficiência combinada severa (severe combined immunodeficiency); SSEA-1 = antígeno específico do estágio embrionário-] 
(anti-stage-specific embryonic antigen-1). 
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ASC humanas podem espontaneamente se diferenciar em cardiomióci- 
tos in vitro, em que o fator de crescimento endotelial vascular (do inglês, 
vascular endothelial growth factor - VEGF) desempenha um papel funda- 
mental na indução da diferenciação. Essas células expressam marcadores 
específicos cardíacos, troponina-l, miosina de cadeia leve 2, e apresentam 
contrações espontâneas!" No entanto, a diferenciação in vivo de ASC 
humanas em cardiomiócitos ainda é incerta. Cai e colaboradores desco- 
briram que as ASC humanas injetadas intramiocardialmente em ratos se 
diferenciam em células do músculo liso, mas não em cardiomiócitos!?!. 
Observações semelhantes foram publicadas por Rigol e colaboradores*?. 
Controversamente, Bai e colaboradores observaram que ASC humanas fres- 
cas e em cultura quando injetadas na região perienfarte do miocárdio de 
camundongos com imunodeficiência combinada severa (severe combined 
immunodeficiency — SCID) induzidos ao enfarte resultaram em significante 
fungao miocardial'*. A densidade vascular foi significativamente aumen- 
tada, e poucas células apoptóticas estavam presentes na região da injeção de 
células. Ensaios de imunofluorescência também revelaram que ASC humanas 
transplantadas sofreram diferenciação cardiomiogênica. 

Enquanto a maioria dos estudos tem transplantado ASC por injeção 
direta no tecido miocárdico, pesquisadores continuam a explorar o uso de 
entrega epicárdica através de folhas de células sem scaffolds. As vantagens 
dessas folhas de células é a ausência de material estranho, a preservação da 
coesividade celular, bem como a possibilidade de incorporação de diferentes 
populações de células!**!39. Vários tipos de correções à base de folhas celula- 
res têm melhorado a função do coração danificado em ratos, cães e modelos 
suínos!*”, Em estudos com macacos Rhesus, folhas de ASC autólogas pro- 
veram uma matriz para a entrega de células-tronco embrionárias alogênicas 
de Rhesus que foram diferenciadas ao longo da linhagem cardiomiogênica. 
Um total de dois meses após o enfarte do miocárdio (myocardial infarction 
— MI), a presença das ASC havia melhorado a angiogênese. Esse estudo con- 
firmou a segurança da combinação de células-tronco embrionárias e ASC!*. 
Além disso, muitos ensaios clínicos de terapia através da injeção de células 
ASC foram realizados, e os aspectos controversos quanto à sua proprie- 
dade serão resolvidos nos próximos anos, à medida que mais dados forem 
disponibilizados. 

O potencial de células derivadas de tecido adiposo para tratar acidentes 
vasculares cerebrais (AVC) ou isquemia dos membros posteriores foi inves- 
tigado em vários modelos. Transplante de ASC humanas cultivadas como 
esferoides e precondicionadas sob condições hipóxicas foram encontradas 
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em melhorar a recuperação de isquemia dos membros posteriores em mode- 
los murinos!*. Estudos adicionais têm determinado que ASC expostas à 
isquemia ou hipóxia secretam citocinas que podem melhorar a proliferação 
celular e vasculogênese diretamente, sem a presença das próprias ASC!*, 
Finalmente, estudos recentes têm avaliado a eficácia de ASC autólogas em 
um modelo de isquemia cerebral em ratos!*°. Quando as ASC foram induzi- 
das à diferenciação neuronal após transplante, os ratos exibiram melhoras 
na recuperação neurológica e redução do tamanho do AVC em relação aos 
controles!4º, 

O emprego de ASC está se expandindo tanto para linhagens ectodermais 
quanto endodermais. Um estudo testando os efeitos de ASC, no qual as 
células foram diferenciadas em um fenótipo similar às células de Schwann, 
sobre a cicatrização de nervos periféricos, foi descrito por Di Suma e colabo- 
radores!*!. Contudo, mais dados experimentais devem ser obtidos utilizando 
modelos animais de grande porte para que esses métodos possam ser testa- 
dos de forma segura clinicamente. 

ASC podem ser usadas não só em lesões dos nervos periféricos, mas 
também em lesões do sistema nervoso central!'t-!4, Ryu e colaboradores 
demonstraram a recuperação funcional e diferenciação neural após o trans- 
plante alogênico de ASC em modelo canino de lesão medular aguda!*. Ava- 
liações imuno-histoquímicas indicaram que as ASC implantadas diferencia- 
ram-se em astrócitos e oligodendrócitos, assim como em células neuronais. 
Em outro estudo, as ASC foram usadas em lesões da medula espinhal em 
ratos após a diferenciação in vitro em células de Schwann'?*. Eles especulam 
que fatores neurotróficos derivados das células enxertadas podem ter contri- 
buído para a promoção da recuperação funcional. Em resumo, tem sido bem 
estabelecido que ASC podem sobreviver no sistema nervoso após injeção e 
promover a cicatrização de nervos ou por uma diferenciação direta ou atra- 
vés da secreção de uma série de fatores parácrinos. Assim, ASC mostraram- 
se promissoras para o tratamento de injúrias no sistema nervoso central e 
injúrias relacionadas a lesões nos nervos periféricos em um futuro próximo. 

À medicina regenerativa também é uma promessa para o desenvolvimento 
de terapia baseada em células-tronco para o fígado. De fato, a indução in 
vitro de diferenciação de ASC pode conduzir à realização de células modifi- 
cadas semelhantes aos hepatócitos, os quais apresentam vários marcadores 
específicos de fígado e funções relacionadas, tais como a produção de albu- 
mina, lipoproteína de baixa absorção e desintoxicação de amoníaco!*”. Mais 
importante, hepatócitos derivados de ASC, após o transplante, foram capa- 
zes de se incorporar ao parênquima do fígado de camundongos receptores !*. 
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À reparação de lesões hepáticas também pode ser possível com o transplante 
de ASC de ratos, diminuindo os níveis de enzimas-chaves do fígado e aumen- 
tando a albumina do soro!*”. Um tema ainda controverso, discutido em uma 
revisão recente”, é a existência de células-tronco hepáticas. 

Mesmo a diabetes pode ser tratada por terapia com ASC. A transferência 
de ASC murinas reduziu a hiperglicemia em camundongos diabéticos!*"!º!, 
Tendo como base pesquisas in vitro e in vivo em diferentes animais, o 
emprego de ASC em humanos teve abordagens diferentes em vários ensaios 
clínicos (Tabela 18.6). 

Além disso, a reconstrução de mama e aumento de ensaios têm sido rela- 
tados por Yoshimura e colaboradores!*!. As células-tronco derivadas de 
tecido adiposo autólogas foram usadas em combinação com lipoinjeção em 
mais de cinquenta pacientes. Os resultados não mostraram nenhuma evidên- 
cia de fibrose ou de adesão, nem melhoramento de enxerto de gordura por 
células da fração vascular do estroma (stromal vascular fraction — SVF) com 
retenção do volume de mais de doze meses. Além disso, um estudo clínico foi 
conduzido para a lipoatrofia facial usando a mesma técnica!*?. Os autores 
observaram melhoramento no contorno facial, embora não tenha havido 
diferença estatisticamente significativa na pontuação de melhora clínica em 
relação à lipoinjeção convencional. Recentemente, Karaaltin e colaborado- 
res introduziram a aplicação de uma terapia com ASC bem-sucedida para 
uma deformidade linear escleroderma “em golpe de sabre”!*. Pacientes com 
1 ano de tratamento apresentaram melhora na aparência que exigia uma 
sessão refinada de enxerto de gordura autóloga, e a técnica de regeneração 
por enxerto de células de gordura autóloga proporcionou um melhoramento 
substancial do resultado em uma sessão de tratamento!*. 

Além disso, existem algumas experiências clínicas com reconstrução óssea 
utilizando ASC expandidas. Recentemente, a restauração de grandes defeitos 
em ossos humanos utilizando ASC ja foi relatada!**!**, Defeito ósseo cra- 
niano generalizado foi reparado com sucesso após o transplante autólogo de 
SVF em combinação com cola de fibrina!**. Implantação de cultura autóloga 
de ASC com beta tricálcio-fosfato granulado (PB-TCP) também foi relatada 
em quatro pacientes que tiveram grandes defeitos na calota craniana de 
diferentes etiologias. Três meses após a operação, a tomografia computado- 
rizada revelou resultado satisfatório de ossificação!**. Mesimaki e colabo- 
radores publicaram um relato de caso clínico de engenharia de tecido ósseo 
pré-fabricado utilizando cultura de ASC autólogas com B-TCP e BMP-2, que 
resultou no sucesso da reconstrução maxilar após transplante de retalho 
ósseo em um paciente submetido a uma hemimaxilectomia!**. Uma pesquisa 
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de dois casos clínicos também demonstrou que o tratamento utilizando ASC, 
em associação com plasma rico em plaquetas ativadas por cloreto de cálcio 
e ácido hialurônico, leva à regeneração do tecido ósseo medular e redu- 
ção, em longo prazo, da dor no quadril em pacientes com osteonecrose da 
cabeça femoral'*”. 

Além disso, as ASC são a grande promessa para o tratamento de doenças 
cardiovasculares humanas. Atualmente, têm sido relatados ensaios clínicos 
em curso utilizando ASC para o tratamento cardiovascular. O primeiro 
ensaio clínico foi realizado em 36 pacientes com estágio final da doença 
arterial coronária não passível de revascularização e com moderada a grave 
disfunção do ventrículo esquerdo (VE) para receber ASC recém-isoladas via 
transendocárdia. O segundo ensaio clínico é um estudo com o objetivo de 
investigar o efeito de ASC em 48 pacientes com isquemia miocárdica aguda 
e fração de ejeção de VE danificada, após o reparo adequado da artéria 
relacionada ao infarto com implante de stent. Neste estudo, ASC recém-i- 
soladas são entregues através de uma infusão intracoronária dentro de 36 
horas após o início de um ataque cardíaco. Os resultados de catorze pacien- 
tes mostram que as ASC foram capazes de melhorar a função cardíaca dos 
pacientes com isquemia. Aos seis meses, foi observado a melhoria da fração 
de ejeção do VE e da redução da dimensão do enfarte do grupo tratado com 
ASC!%, Agora, um estudo Advance na fase II/III foi iniciado para avaliar a 
sua eficácia*. Uma série de questões, tais como tipo e número adequado de 
células, tempo e via de entrega celular e o mecanismo de ação detalhado 
devem ser otimizados para resultados clínicos mais consistentes!º. 

Em um aspecto diferente, recentemente, Agorogiannis e colaboradores, 
em um relato de caso apresentando um paciente com defeito epitelial cor- 
neano estéril pós-traumático tratado com aplicação tópica de células-tronco 
mesenquimais derivadas de tecido adiposo autólogo!*”, observaram a pro- 
gressão da cicatrização do epitélio da córnea iniciada onze dias após a apli- 
cação tópica de ASC autólogas. Um mês depois, foi observada uma cicatri- 
zação completa do epitélio corneano!*. 

ASC foram também usadas para curar fístulas crônicas na doença de 
Crohn'!%16, Essa doença é uma desordem inflamatória intestinal caracteri- 
zada por sangue nas fezes, diarreia, perda de peso e sintomas autoimune-re- 
lacionados. Em um ensaio de fase I em pacientes com fístulas que não respon- 
dem ao tratamento padrão, ASC cultivadas foram diretamente injetadas na 
mucosa retal, e 75% dos casos foram curados completamente. Num ensaio 


* Website governamental dos Estados Unidos mantido pela Biblioteca Nacional de Medicina do 
National Institute of Health (NIH).Ver http://www.clinicaltrials.org/NCT01216995/. 
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de fase IIb, a proporção de pacientes que atingiram a cicatrização da fístula 
foi significativamente maior com ASC do que com apenas cola de fibrina!®?. 

Embora uma revisão publicada por Locke e colaboradores tenha enfati- 
zado que a literatura revelou uma considerável incerteza sobre o verdadeiro 
potencial clínico de células-tronco derivadas de tecido adiposo!® 
ensaios clínicos estão sendo repassados aos pacientes em todo o mundo!?”, 
Uma pesquisa realizada no website clinicaltrials, com o termo de busca 
“terapia de células-tronco adiposo”, realizada em junho de 2013, revelou 
oitenta estudos abertos baseados em terapia com células-tronco derivadas 
de tecido adiposo, amplamente distribuídos em vários campos da medicina 
e da saúde, o que demonstra a evolução rápida e a expansão do uso clínico 
de células-tronco derivadas de tecido adiposo (Tabela S1). 


, varios 


18.4.2 Células-tronco derivadas de sangue menstrual 


Como mencionado anteriormente, células-tronco derivadas do sangue 
menstrual são rapidamente expandidas e diferenciadas sob condições de 
laboratório. Essas células multipotentes têm a capacidade de se diferenciar 
em várias células funcionais, incluindo cardiomiócitos, epitélio respirató- 
rio, células neuronais, miócitos, células endoteliais, pancreáticas, hepató- 
citos, células adiposas e osteócitos!'*. Consequentemente, vários estudos 
recentes têm explorado o potencial regenerativo in vivo de MBSC para tra- 
tar uma série de doenças (Tabela 18.6). 

A distrofia muscular de Duchenne (DMD), a mais comum doença gené- 
tica letal em crianças, é uma doença muscular recessiva ligada ao cromos- 
somo X, caracterizada pela ausência de distrofina no sarcolema das fibras 
musculares. Cui e colaboradores investigaram células derivadas de sangue 
menstrual para determinar se, principalmente, essas células não diferencia- 
das e cultivadas seriam capazes de reparar a degeneração muscular em um 
modelo murino com distrofia ligada ao X (mdx) de DMD!S%. Transplante 
de células derivadas de sangue menstrual diretamente em músculos distró- 
ficos de camundongos imunodeficientes mdx restauraram a expressão sar- 
colemal de distrofina. Eles também demonstraram que as células derivadas 
de sangue menstrual podem transferir distrofina em miócitos distrofinados 
através da fusão celular e transdiferenciação. 

Hida e colaboradores demonstraram que a terapia com células-tronco 
extraídas de sangue menstrual pode ajudar a reparar tecidos danificados. 
Notavelmente, MBSC parecem ser um novo potencial, fonte facilmente 
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acessível de material para a terapia cardíaca baseada em células-tronco. 
Após a indução de diferenciação dessas células, observou-se que elas apre- 
sentam um potencial cardiomiogênico maior do que as já avaliadas células 
da medula óssea. Além disso, após o transplante, cardiomiócitos derivados 
de MBSC restauraram significativamente a função cardíaca prejudicada, 
diminuindo a área de infarto do miocárdio (Myocardial Infarction — MI) 
em um modelo de ratos nude. Ainda, cardiomiócitos transplantados podem 
ser observados in vivo na área de MI'® (Tabela 18.6). Em um estudo pos- 
terior, do mesmo grupo, Ikegami e colaboradores alegaram que estabelece- 
ram um ensaio in vitro de transdiferenciação cardiomiogênica livre de soro 
fetal bovino!%. Eles confirmaram que a eficiência da indução foi signifi- 
cativamente melhorada e foi, surpreendentemente, aumentado o nível de 
diferenciação comparado ao meio contendo soro para gerar cardiomiócitos 
derivados de MBSC!S*. 

A fim de testar o potencial terapêutico de células-tronco derivadas de 
sangue menstrual, Borlongan e colaboradores utilizaram o modelo de aci- 
dente vascular cerebral in vitro de privação de oxigênio e glicose (oxygen 
glicose deprivation —- OGD) e descobriram que os neurônios primários de 
ratos expostos à OGD, que foram cocultivados com células-tronco deri- 
vadas de sangue menstrual ou expostos aos meios coletados de cultura de 
sangue menstrual, exibiram redução significativa de morte de células!” 
Fatores tróficos, tais como VEGF, fator neurotrófico derivado do cérebro 
(brain-derived neuropathic factor - BDNF) e neurotrofina-3 (neurotrophin-3 
— NT-3), foram regulados positivamente em meios de cultura expostas à OGD 
de células-tronco derivados de sangue menstrual. Além disso, o transplante de 
células-tronco derivadas de sangue menstrual seja por via intravenosa ou por 
via intracerebral e sem imunossupressão, em acidente vascular cerebral isquê- 
mico induzido experimentalmente em ratos adultos, também reduziu significa- 
tivamente as deficiências comportamentais e histológicas em comparação com 
veículos infundidos em ratos. Por conseguinte, esses benefícios neuroestrutu- 
rais e comportamentais conferidos por células derivadas de sangue menstrual 
transplantadas, apoiam a sua utilização como uma fonte de células-tronco 
para terapia celular em acidentes cerebrovasculares (Tabela 18.6). 

Embora estudos in vivo em seres humanos estejam em uma fase preli- 
minar, as células regenerativas derivadas de sangue menstrual foram testa- 
das em quatro pacientes diagnosticados com esclerose múltipla, através de 
injeção intravenosa e intratecal de células endometriais alogênicas. Nesta 
pesquisa, o caso com mais longo acompanhamento (mais de um ano) não 
revelou reações imunológicas ou efeitos adversos associados ao tratamento, 
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sugerindo a viabilidade de administração da célula regenerativa endometrial 
clínica e apoiando novos estudos com este novo tipo de células-tronco!**. 
Neste contexto, a fase em curso I/II do ensaio clínico investiga a segurança e 
a viabilidade do uso de células endometriais regenerativas, derivadas de san- 
gue menstrual, em pacientes com isquemia crítica do membro que não são 
elegíveis para cirurgias ou intervenções à base de cateter. À hipótese é que 
a administração de células regenerativas do endométrio será bem tolerada 
e, possivelmente, produzirá um benefício terapêutico”. Muito ainda precisa 
ser feito e investigado para identificar plenamente a superioridade de MBSC 
para a pesquisa básica e aplicações clínicas (Tabela 18.6). 


18.4.3 Células-tronco derivadas do tecido extraembrionário 


A principal fonte de estudo de células-tronco adultas são as células 
mesenquimais da medula óssea. Contudo, esse estudo apresenta algumas 
limitações. A aspiração das células-tronco da medula óssea é um procedi- 
mento invasivo e que causa desconforto ao doador, além do fato de o poten- 
cial dessas células diminuir com a idade!*” e a quantidade dessas células na 
medula adulta ser reduzida*"9:!7!, Uma fonte alternativa, livre dessas limi- 
tações e também de questões éticas, seria a placenta. Este tecido é de fácil 
acesso e de baixo custo, pois é descartado após o parto, e origina células- 
tronco mesenquimais semelhantes às da medula óssea, com capacidade de se 
expandir e expressar propriedades funcionais!?. 

A placenta possui três camadas: a decídua, de origem materna, e o 
córion e o âmnion, de origem fetal!?. Devido à complexidade da placenta, 
foi necessário um critério mínimo para definir suas células mesenquimais. 
Foram propostos cinco pontos: (1) deve ser de origem fetal, com uma con- 
taminação materna de menos de 1%; (2) deve aderir à superfície plástica; 
(3) deve produzir unidades de colônias formadoras de fibroblastos; (4) de se 
diferenciar em um ou mais tipos de linhagem; (5) deve possuir um padrão 
de marcadores de superficie CD90, CD73, CD105, CD45, CD34, CD14 e 
HLA-DR?”*!75, 

Da placenta fetal é possível isolar as seguintes células de humanos: célu- 
las amnióticas mesenquimais, células amnióticas epiteliais, células coriôni- 
cas mesenquimais e células coriônicas trofoblásticas!”. Há vários protocolos 
para isolamento dessas células, como apresentado pelas Tabelas 18.7 a 18.10. 


* Ver www.clinicaltrials.gov, identificador NCT01558908. 
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Outra fonte atrativa de células-tronco mesenquimais é o líquido amnió- 
tico!?, Esse líquido encontra-se na cavidade amniótica, possui uma consti- 
tuição aquosa e coloração clara, permite a troca de produtos químicos com 
a mãe, funciona como amortecedor de impactos protegendo o feto de lesões 
graves, além de possibilitar a movimentação e o crescimento livre do feto no 
interior da cavidade’”’. 

Até por volta da década de 1990, ainda não tinham sido relatadas células 
capazes de se proliferar e se diferenciar no líquido amniótico. No trabalho 
de Torricelli e Brizzi" utilizando líquido amniótico antes de doze semanas, 
foi constatada a presença de células progenitoras hematopoiéticas, enquanto 
o estudo de Streubel, Martucci-lvessa!”? também provou a existência de pre- 
cursores não hematopoiéticos, quando diferenciou as células do líquido em 
miócitos. Esses resultados sugerem uma fonte alternativa para aplicações 
terapêuticas!*, 

As células provenientes do líquido amniótico podem ser uma esperança 
maior na medicina regenerativa, devido à maior facilidade de acesso em 
comparação com outros tecidos extraembrionários. Duas populações têm 
sido isoladas até agora: células-tronco mesenquimais do líquido amniótico 
e células-tronco do líquido amniótico!*º. Para isolar tais células, os proto- 
colos utilizam basicamente a centrifugação das amostras e ressuspensão dos 
pellets em meio contendo soro fetal e antibióticos, com posterior análise do 
potencial adipogênico e osteogênico, como descrito nos trabalhos de Int 
Anker e Scherjon!?; Cananzi e Atala!*?, You e Cai!*!, 

O perfil de antígenos de superfície das células tem sido determinado nos 
trabalhos por meio de citometria de fluxo. As células-tronco do líquido 
amniótico expressam marcadores tais como SSEA-4, CD73, CD90, CD105, 
CD29, CD44, MHC-I e são negativas para CD14, CD34, CD45, CD133, 
CD31, MHC-1['s9182183 Tá as células-tronco mesenquimais do líquido 
amniótico são positivas para CD90, CD73, CD105, CD166, CD29, CD44, 
CD49e, CD54 e MHC-I e negativas para CD45, CD34, CD14, CD133 e 
CD31176-180.184.185 A Tabela 18.10 apresenta protocolos de isolamento, cul- 
tura e indução de células-tronco do líquido amniótico. 
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Tabela 18.7 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco epiteliais humanas do âmnion (Human Amnion Epithelial 
Cells - hAECs) 


PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 


Condrogénica: DMEMH, FBS, insulina, TGF-b1 e ácido ascórbico fresco. 
Osteogênica: DMEMH, FBS, ácido ascórbico, Pglicerofosfato, 


Marcadores de superficie celular positivos: 1a25-hidroxivitamina D3 e dexametasona. 


Tratamento com dispose Il, "ey 166 105, CD90, CD73, (D49e, 


cultivação em meio DMEM Adipogénica: DMEM-H/FBS /dexametasona / Portmonn-Lanz 
(glutamina, glicose concentrado, 044, HLAABC, 02 e (DIS. o IBMX / indometacina e insulina. et al., 20067”? 
soro fetal bovino inativado) Paine opie eee negalia: Miogénica: DMEM-H/FBS /hidrocortisona/ 
CD14, CD34, CD45 e MHC II. vee 
dexametasona e soro de cavalo. 


Neurogênica: DMEM-H/FBS e todos os ácidos retinoicos trons. 


Cordiomiogénica: DMEM, FBS, 2-mercaptoetanol, 
piruvato de sódio e ASAP. 
Neurogênico: DMEM, FBS, 2-mercaptoetanol, piruvato 
com HBSS e incubada com de sódio, todos os ácidos retinoicos trans, e FGF-4. 
ua SSEA-4, TRA1-81, SSEA-3 e TRAI-60. Be $ xi 
wma MG. ps dc cit. eo DIEA FOS, Pergama gt é td 
lavadas com HBSS. SSEA-1 e (D34 Hepática: DMEM, FBS, 2-mercaptoetanol, piruvato 
de sódio, dexametasona, insulina e 14enobarbital 
em placas revestidas de colágeno tipo I. 





A camada de âmrion foi lavada Marcadores de superfície celular positivos: 


Miki et dl., 
200573 





AsAP = ácido ascórbico 2-fosfato (ascorbic acid 2-phosphate); CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); 
DMEM = meio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s medium); DMEM-H = meio Eagle modificado 
por Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's medium-high); EDTA4Na = tetrasodium ethylenediaminetetraacetic acid; FBS = 
soro fetal bovino (fetal bovine serum); HBSS = solução salina balanceada de Hank (Hanks’ balanced salt solution); HLA 
= antígeno leucocitário humano (human leukocyte antigen); |BMX = isobutil-metilxantina (isobuty-methylxanthine); MHC 
= complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex); SSEA-1 = antígeno específico do estágio 
embrionário-1 (antistage-specific embryonic antigen-1); SSEA-3 = antígeno específico do estágio embrionário-3 (stage-spe- 
cific embryonic antigen-3); SSEA-4 = antígeno específico do estágio embrionário-4 (stage-specific embryonic antigen-4); 
TGF = fator de crescimento de transformação (transforming growth factor); TRAI-60 = tumor rejection antigen!-60; TRAI- 
81 = tumor rejection antigen 1-81. 


18.4.3.1 Aplicações terapêuticas das células- 
tronco derivadas do tecido extraembrionário 


Com base nas características apresentadas acima das células-tronco adul- 
tas, pode-se sugerir que essas células seriam uma alternativa para aplicações 
terapêuticas. À situação real sobre a terapia regenerativa pode ser analisada 
no trabalho de Helmy e Patel'**, que demonstra o uso de transplante de 
células-tronco mesenquimais em 101 casos. À terapia pode ser por trans- 
plante autólogo ou alogênico através de infusão local ou sistêmica!*” e apre- 
senta sucesso quando certos critérios são obedecidos: a célula deve sobre- 
viver no hospedeiro após o transplante, integrar-se ao tecido que necessita 
de reparação, realizar função adequada, não sofrer reação de enxerto, ter 
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Tabela 18.8 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco mesenquimais humanas derivadas da membrana amniótico 
(Human Amniotic Membrane-derived Mesenchymal Stem Cells- hAMCs) 


PROTOCOLO DE ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 


es e Condrogênica: DMEMH, FBS, insulina, TGFb1 e ácido ascórbico fresco. 
As células foram digeridas com : Osteogénica: DMEMH, FBS, ácido ascórbico, Prglicerofosfato, 
CD13, CD49e, CD90, D105, 1a25-hidroxivitamina D3 e dexametasona. Portmann-Lonz 


colagenase 2 e adicionados 
em meio minimum essential (073, 029, CD44, e D166. Adipogênica: DMEM-H /FBS /dexametasona /IBMX/ indometacina e insulina. et al., 20062” 


alpha (o:MEM, FBS). mee mn pee Miogénica: DMEM-H/FBS /hidrocortisona/dexametasona e soro de cavalo. 
(03 10 eal 4 Neurogênica: DMEM-H /FBS e os todos dcidos retinoicos trans. 
Condrogénica: DMEM contendo L-AsAP, dexametasona, insulina, 
As células foram digeridos is piruvato de sódio, transferrina, dcido selenoso, dcido linolênico, 
com solução de tripsina-EDTA, ger a BSA, prolina e fator de crescimento transformante-3. 
solução de colagenase IV pean Osteogênica: DMEM contendo FBS, dexametasona, 
(D166, SH3, SH4, (anti(D73), 3 E . 
e DNase | em DMEM. 0 E glicerofosfato e ácido ascórbico. Alviano et al., 
: 3 (044, (D29 e SH2 (anti-(D105) e RE, 200 
sobrenadante foi neutralizado Fs Adipogénica: DMEM suplementado com FBS, 2007 
> Marcadores de superficie ; N 
com FBS, centrifugado e allir naiv dexametasono, indometacina, insulina e IBMX. 
resuspendido em DMEM, FBS, (034. C0. i a O] 4 Miogénica: DMEM suplementado com FBS, dexametasona, BFGF, MCDB-201, 


ITSLA, BSA, fator de crescimento semelhante à insulina |, ASAP e VEGF. 
Angiogénica: DMEM com FBS e VEGF. 


penicilina e estreptomicina. 


a-MEM = meio Eagle o-modificado (c-modified Fagle’s medium); ASAP = ácido ascórbico 2 fosfato (ascorhic acid 2-phosphate); 
BSA = albumina de soro bovino (bovine serum albumin); CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM = meio Eagle 
modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s medium); DMEM-H = meio Eagle modificado por Dulbecco, alto (Dulbecco's 
modified Eagle's medium high); FBS = soro fetal bovino (fetal bovine serum); BFGF = fator de crescimento fibroblástico (fibroblast 
growth fator); IBMX = isobutil-metilxantina (isobuty-methylxanthine); ITSLA = insulina, transferrina, selênio e ácido linoleico (insulin, 
transferrin, selenium and linoleic acid) ; |-AsAP = L-dcido ascérbico 2-fosfato (ascorbic acid 2-phosphate); MCDB-201 = meio desenvolvido 
biologicamente com modificações moleculares e celulares (molecular, cellular, and developmental biology medium); TGF-B1 = fator de 
crescimento de transformação (transforming growth factor); SH2 = domínio de homologia Src 2 (Src homology 2 domain); SH3 = Src 
homology 3 domain; SH4 = dominio de homologia Src 4 (Src homology 4 domain); VEGF = fator de crescimento endotelial vascular 
(vascular endothelial growth factor) . 


potencial de proliferação suficiente para reparar o tecido e diferenciar-se 
na célula específica!**. Porém, recentemente se tem mencionado o papel das 
moléculas biologicamente ativas produzidas pelas células-tronco mesenqui- 
mais sobre as células-alvo, mudando assim o paradigma da necessidade de 
diferenciação das células-tronco em células tecido-específicas!*?. Os autores 
de estudos envolvendo a doença de Parkinson e células-tronco amnióticas 
epiteliais humanas acreditam que os efeitos benéficos observados estão, pro- 
vavelmente, mais relacionados a essas moléculas do que à diferenciação em 
células neurogênicas!?, 

Em Meirelles e Fontes!?!, pode-se verificar exemplos dessas molécu- 
las ativas e a divisão dos seus efeitos parácrinos em quimioatrativos, 
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imunomoduladores, antiformadores de cicatrizes e tróficos, sendo este 
último efeito subdividido por mecanismos que impedem a morte da célula 
ou induzem a proliferação e diferenciação da célula precursora, além do 
efeito angiogênico. 

Como se acreditava que a diferenciação das células seria necessária para a 
aplicação in vivo, diversos autores testaram células-tronco derivadas da pla- 
centa in vitro sob condições particulares de cultura e constataram a expres- 
são de marcadores neuronais e gliais nessas células!?*!?2, Estudos com ratos 
não imunossuprimidos constituem prova significativa de recuperação fun- 
cional da doença de Parkinson, como se observa nos trabalhos de Kakishita 
e Elwan!?, Okawa e Okuda!?”. 

Células-tronco amnióticas epiteliais humanas apresentam genes e funções 
hepáticas, sendo necessário, para ser utilizado como fonte de células, um 
método eficaz e capaz de induzir a diferenciação em células hepáticas!”. 
Mutações nesses genes podem provocar doenças metabólicas; assim, hepa- 
tócitos derivados de células-tronco amnióticas epiteliais humanas podem 
ser uma terapia eficaz, já que essas células expressam os genes ausen- 
tes no fígado doente!”. Essa terapia pode ser comprovada em trabalhos 
com fibrose hepática e fibrose biliar!?!, Para uma melhor compreensão, 
nas Tabelas 18.11, 18.12 e 18.13 são demonstrados estudos clínicos em 
doenças cardíacas, neurológicas e hepáticas envolvendo as células-tronco 
mesenquimais de placenta e líquido amniótico. 


Tabela 18.9 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco mesenquimais humanas do córion (Chorionic Plate-derived 
Mesenchymal Stem Cells - CP-MSC) 





PROTOCOLO DE 


ISOLAMENTO CARACTERIZAÇÃO PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 
Córion foi degradado com Marcadores de superfície Fes i Sack ag a Ni 
colagenase 2 após remoção celular positivos: dn DMEM Ae ee meine inane TGFA]; 
mecânica e enzimática CD13, CD49e, CD90, (D105, a lah aes aps in comm 
hidroxivitamina D3, B-glicerofosfato e dexametasona; Portmann-Lanz 


(073, CD29, (D44 e (D166. 
Marcadores de superficie 
celular negativos: 


(dispase 11) das camadas. 
Células tronco mesenquimais 
foram adicionadas em 


Adipogénica;D MEM-H/FBS /dexametasona/indometacina /insulina/IBMX; et al., 20067? 
Miogênico: DMEM-H /FBS /hidrocortisona /dexametasona e soro de cavalo 
Neurogênica: DMEM-H /FBS e todos ácidos retinóicos trans; 





o-MEM/20% FBS. CD34, CD45 ou CD14. 
As células foram lavadas Marcadores de superficie 
em PBS, digeridas em celular positivos: Condrogênica: meio basal de diferenciação condrogênica 
solução de tripsina-EDTA/ CD105, CD90 e CD73. contendo dcido ascérbico-2-fosfato e TGF-B1. sid 
colagenase | e filtrados. Em Marcadores de superficie Osteogênica: meio basal de diferenciação osteogênica 12" 


seguida, foram centrifugados, 


ressuspendidas em o-MEM 
e cultivadas em frascos. 


contendo ácido ascórbico-2-fosfato, dexametasona e 
proteína morfogenética óssea recombinante humana. 


celular negativos: 
CD45, CD1 1b, CD790, 
CD34 e HLADR. 





a-MEM = meio Eagle a-modificado (a-modified Eagle's medium); CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM-H 


= Dulbecco’s modified Eagle’s medium high, EDTA = ácido etilenodiaminotetracético (ethylenediaminetetraacetic acid); FBS = soro fetal 
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bovino (fetal bovine serum); HLA = antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen); (BMX = isobutil-metilxantina (isobuty-me- 


thylxanthine); PBS = solução salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline); TGF = fator de crescimento de transformação 


(transforming growth factor). 


Tabela 18.10 Isolamento, caracterização e diferenciação de células-tronco mesenquimais humanas do líquido amnióico (human Amnio- 
tic Fluid Mesenchymal Stem Cell- AF-MSC) 


PROTOCOLO DE ISOLAMENTO 


Amostras de células do liquido 
amniótico foram cultivadas em 
meio DMEM ou Amniomax. Em 
seguida, elas foram destacadas 
utilizando solução de tripsina/ 
EDTA e cultivados com meio 
Chang suplementado com 
Chang B e Chang C. 


CARACTERIZAÇÃO 


Marcadores de superfície 
celular positivos: 
ckit, Oct4, SSEA-4, CD29, CD44, 
(073, CD90, (D105, MHC Classe | 
(HLA-ABC) e alguns foram fracamente 
positivos para MHC Classe II (HLA-DR). 
Marcadores de superfície 
celular negativos: 
CD45, CD34 e (D133. 


PROTOCOLO DE DIFERENCIAÇÃO REFERÊNCIAS 


Adipogênica: DMEM pobre em glicose, FBS, dexametasona, 
insulina, indometacina e 3-isobutil-1-metilxantino. 
Miogênica: placas de plástico revestidas com matrigel, 
DMEM, soro de cavalo, extrato de embrião de galinha e 
penicilina /estreptomicina. Em seguida adicionar 5-070- 
2'-desoxicitidina ao meio de cultura por 24 horas. 
Osteogênica: meio DMEM pobre em glicose, 
FBS, penicilina /estreptomicina, dexametasona, 
P-glicerofosfato ¢ ácido ascórbico-2-fosfato. 
Endotelial: placas revestidas com gelatina, meio basal 
endotelial e bFGF adicionado a cultura por dois dias. Perin et al., 
Hepútica: placas revestidas com motrigel, 2008 
DMEM, FBS, monotioglicerol, HGF, oncostatina 
M, dexametasona, FGF4 e 1 x ITS. 
Neurogênica: Etapa 1 — Processo de diferenciação 
para células semelhantes a neurônio: DMEM pobre em 
glicose, penicilina /estreptomicina, DMSO, hidroxianisol 
butilado e NGF. Após dois dias, o meio foi substituído 
por meio Chang suplementado apenas com NGF. 
Etapa 2 — Processo de diferenciação para célulos 
dopaminérgicas específicas: placas revestidas com 
fibronectina, DMEM /F12, plus 1xN2 e bFGF. 


CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); DMEM = Dulbecco's modified Eagle's medium; DMEM/F12 = meio Eagle 
modificado por Dulbecco /mistura nutriente F12 (Dulbecco's modified eagle medium /nutrient mixture F1 2); DMSO = dimetilsulfóxido 
(dimethyl sulfoxide); EDTA = ácido etilenodiaminotetracético (ethylenediaminetetraacetic acid); FBS = soro fetal bovino (fetal bovine 
serum); FGF = fator de crescimento fibroblástico (fibroblastic growth factor); HGF = hepatocytes growth fator; HLA = antígeno leucoc- 
itário humano (human leukocyte antigen); ITS = insulina-transferrina-selénio (insulin-transferrin-selenium); MHC = complexo principal 


de histocompatibilidade (major histocompatibility complex) ; NGF = neurogenic growth factor, Oct4 = fator de transcrição de ligação ao 


octâmero 4 (octamer-binding transcription factor 4); plus 1xN2 = N-2 Supplement, SSEA-4 = antigeno especifico do estagio embriond- 


tio-4 (stage-specific embryonic antigen-4). 
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Tabela 18.11 Aplicações clínicas em doenças hepáticas 


TIPO DE CÉLULA MODELO DE ANIMAL VIA DE APLICAÇÃO DAS CÉLULAS RESULTADOS REFERÊNCIAS 
ri Célulos foram injetados Redução no soro da transaminase alanina; redução da 
Células-tronco epiteliais (57 Ri one intravenosamente em comundongos apoptose dos hepatócitos; diminuição da inflamação — Manuelpillai et 
humanas do dmnion (hAECs) ig (57 /BL6 imunocompetentes hepatica; redução de TNF-a. e IL-6; redução da dl., 2010% 
após exposição por CCI4 área de fibrose hepática e conteúdo de TGF-B. 


Melhora da deterioração da função hepática induzida 
cols pelo CCI4; alívio da fibrose do fígado induzida pelo 
ris dido da Comundongos Células foram infundidas no baço CCI4; redução da ativação das células estrelados thaws eal 
uia e RES C578I/6] com 406 de camundongos após quatro hepáticas induzidos pelo CCI4; supressão da apoptose ant pe” 
(MACS) semanas de idade semanas de exposição a CCI4 dos hepatócitos e promoção da regenração dos 
hepatócitos; supressão da senescência dos hepatócitos; 
implantação dos hAMC no fígado afetado pelo CCIA. 
CP-MSC foram implantados com sucesso e algumas 
se diferenciaram em hepatócitos. À expressão dos 
mRNA Col I e mRNA o:SMA foi significativamente 
menor em ratos tratados do que em não tratados, e 
a expressão do mRNA albumina foi significativamente 
Clos mosangiinasido dion Ratos machos CP-MSC foram transplantados maior em ratos tratados do que em não tratados. Maior ioiii 
(NSO Sprague-Dawley com para o lobo direito do fígado acumulação de lipidios e forte infiltração de macrófagos 2010% 
6 semanas de idade de ratos expostos a (CI4 em ratos não tratados do que em tratados. Deposição 
de colágeno menor em ratos tratados. Ratos tratados 
apresentaram redução global e melhora da fibrose entre 
a veia central e o sistema porta; menores scores de 
danos ao fígado em ratos tratados, assim como maior 
liberação de ICG e menores níveis de GOT, GPT e TBIL. 


AF-MSC têm a habilidade de se inserir em figados 
tratados com CCI4 e melhorar a função hepática. 
Transplante de célula HPL foi mais efetivo do que 
Células-tronco mesenquimais Comund Células foram transplantados tratamento com AF-MSC e diminuiu a inflamação 1 et 
humanas do líquido ‘OS intravenosamente em camundongos sistêmica, como mostrado pela mensuração Loire 
omnióico (AFMSC) 24 horas após exposição a CCl4 dos níveis de IL-10, IL-2, IFNg e TNFa. o 
Algumas citocinas foram secretadas somente pela 
HPL, incluindo IL-12p70 e IL-10, que induz à redução 
sistêmica dos mediadores proinflamatórios. 
Transplante de AFSC restaura a histologia normal; 
mudanças patológicas causadas pelo CCI4 (necrose, 
infiltração de células inflamatórias e degenração) 
api cê Comundongos à pi z desaparecem mais rapidamente no grupo AFSC. ; 
TA ARS dns mudecom 8 sna Ognpo COMAFSClom unohisolginnomal ot 
semanas de idade após dez dios aos danos no figado. 
Células transplantados secretam fatores de crescimento 
ou agentes similares que regulam o metabolismo 
e proliferação dos hepatócitos hospedeiros. 


AF-MSC = células-tronco mesenquimais humanas do líquido amnióico (human amniotic fluid mesenchymal stem cells); AFSC = células- 
tronco do líquido amniótico (amniotic fluid stem cells); o-SMA = o-smooth muscle actin; CCI4 = carbon tetrachloride; Col | = type | 
collagen, CP-MSC = células mesenquimais do córion (chorionic plate-derived mesenchymal stem cells); GOT = glutamate-oxaloacetate 
transaminase; GPT = glutamate-pyruvate transaminase; hAECs = células-tronco epiteliais humanas do âmnion (human amnion epithelial 
cells); hAMCs = células-tronco mesenquimais humanas derivadas da membrana amnidtica (human amniotic membrane-derived mesen- 
chymal stem cells); HPL = hepatic progenitorlike; \CG = indocyanine green; \FN = interferon; \L = interleukin; mRNA = RNA mensageiro; 
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ratos NOD-SCID = non-obese diabetes-severe combined immunodeficiency mice; TBIL = total bilirubin; TGF = fator de crescimento de 
transformação (transforming growth factor); TNF = fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor). 


Tabela 18.12 Aplicações clínicas em doenças cardíacas 


VIA DE APLICAÇÃO 
TIPO DE CÉLULA MODELO DE ANIMAL DAS CÉLULAS RESULTADOS REFERÊNCIAS 
Atenuação da dilatação ventricular esquerdo; 
Células-tronco epiteliais Ratos machos NU atimicos Células foram injetadas no melhoramento da função cardíaco; Fang et dl., 
humanas do âmnion (hAEC) com 8 semanas de idade centro do miocárdio infartado ganho na fração de ejecão ventricular 2012% 


Célulastronco mesenquimais 


esquerda; redução da área de infarto. 
Transdiferenciação de hAMC para cardiomiócitos; 


: Ratos Wistar (8 semanas ; se aumento significativo da fração de encurtamento ie 
humonas derivados da de idade) e ratos NU F344 Clus forar injetados do ventrículo esquerdo. A porcentagem de área Ba etal, 
membrana amniótico (6 de idod no miocárdio de fibrose foi sinifcat duda pelo 2010 
AMO semanas e) ibrose foi significativamente reduzida pe 
transplante de hAMC. Evidência de tolerância. 
Foi verificada diferenciação cardíaca no 
experimento in vivo, observação de uma 
massa de células recém-ormada a partir 
Células-tronco mesenquimais adia de hAMC, sugerindo que seja uma fonte de 
humanas derivados da Ratos fêmeas SD com 12 pane pa fe células adequada para o tratamento do inforte Thoo tal, 
membrana amniótico semanas de idade cs di dio infra do miocárdio; hAMC sobreviveram no tecido 2005 
(hAMC) da cicatriz durante pelo menos dois meses e 
foram submetidas a diferenciação cardíaca; 
sobrevivência de hAMC em xenotransplantes 
sugere a baixa imunogenicidade dos células. 
Pequenas massas de células de diferentes 
tamanhos foram encontradas em regiões 
subendocdrdicas ou intramiocdrdicas do 
š e culo esquerdo próximo aos locais de 
E s ; As células foram injetados Ia E a E 
Célulostonco do líquido Ratos fêmeas Sprague- em tas locas diferentes na  — nieção; vestígios dos AFCS originais foram Chiavegato et 
amniótico (AFSC) Dawley e NU ifori da drea donficodn encontrados na parede cardíaca; infiltração al., 2007 
pe acentuada de células inflamatórias na 


área de enxerto das AFSC; na ausência de 
transplante de células AFS, os ratos não 
evidenciaram uma infiltração de linfócitos. 





AFSC = células-tronco do líquido amniótico (amniotic fluid stem cells); hAEC = células-tronco epiteliais humanas do Gmnion (human 
amnion epithelial cells); hAMC = células-tronco mesenquimais humanas derivadas da membrana amniótica (human amniotic mem- 
brane-derived mesenchymal stem cells); INU = rato Rowett Nude. 
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Tabela 18.13 Aplicações clínicas em doenças neurológicas 


TIPO DE CÉLULA MODELO DEANIMAL VIA DE APLICAÇÃO DAS CÉLULAS RESULTADOS REFERÊNCIAS 


Infusão de hAEC melhorou a encefalomielite autoimune; 
exame da medula espinhal não mostrou nenhuma ou mínima 
infiltração de células inflamatórias e perda de mielino; 
redução no número de células T CD3 e monócitos /macrófagos 
Células-tronco Comundongos fêmeas os ida ds F4/80 na medula espinal de ratos tratados com hAEC. 


epiteliais humanas C57BL/6 com 8 o 12 let, 


Os esplenócitos de ratos tratados com hAEC proliferaram 701221 


do âmnion (hAEC) semanas de idade SEED significativamente menos do que nos ratos de controle 
de EAE após a estimulação peptídica com MOG. 
Produção menor de citocinas Th1, IFN-gama e 
citocinas inflamatórias GM-CSF e TNF-o; 
hAEC utilizam TGF- e PGEZ para a imunossupressão. 
Sobrevivência de hAMC transplantadas 

no cérebro isquêmico de ratos; 

Células-tronco migração e diferenciação das hAMC transplantados 
mesenquimais a è ars no cérebro isquêmico de ratos; 

humanos derivadas da pa is rs hAMC diminvirom 0 volume do infarto i ae. 
membrana amnidtica cerebral isquémico no rato; 
(hAMC) recuperação comportamental; 
inibição da ativação de caspase3 e iNOS 
no cérebro isquêmico de ratos. 
Sobrevivência e migração das células transplantadas 
para a fronteira da lesão isquêmica; 
células humanas comarcadas com o marcador de 
ahina astrócitos GFAP foram detectadas nos cérebros de 
résamquimais humanas Ratos machos Sprague Células foram transplantados ratos, até noventa dias após o transplante. Cipriani et ol., 
do quido armiótico Dawley adultos no corpo estriado Algumas células foram marcadas para imaturidade com 2007% 


marcador de neurônio Dex, principalmente nas adjacências do 
local da injeção, e foram detectadas dez dias após o transplante. 
Células humanas não foram positivas para o marcador 
neuronal P-tubulina III, em nenhum momento. 


Efeito neuroprotetor comparável ao das célulastronco 
embrionárias neuronais; aumento da pontuação neurológica nos 
ensaios de testes motores, testes sensoriais, testes de equilibrio, Rehni et al., 
bem como nos ensaios de reflexo individual e também na 2007% 
forma de comparação com o grupo de controle, dependente 
da dose. Reperfusão e inversão da isquemia cerebral focal. 





Célulastronco foram transplantados 
introcerebro ventricularmente três 
dias após procedimento cirúrgico 


Células-tronco do liquido Comundongos Swiss 
amniótico (AFSC) albino de ambos sexos 


CD = grupo de diferenciação (cluster of differentiation); Dex = duplacortina (doublecortin); EAE = encefalomielite autoimune experi- 
mental (experimental autoimune encephalomyelitis); GFAP = proteína glial fibrilar ácida (glial fibrillary acid protein); GM-CSF = Fator 
estimulante de colônias de granulócito e macrófago (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) hAECs = células-tronco epiteliais 
humanas do âmnion (human amnion epithelial cells); hAMC = células-tronco mesenquimais humanas derivadas da membrana amniótica 
(human amniotic membrane-derived mesenchymal stem cells); IFN = interferon; iNOS = óxido nítrico-sintase induzível (inducible nitric 
oxide synthase); MOG = glicoproteína mielina de oligodendrócitos (myelin oligodendrocyte glycoprotein); PGE2 = prostaglandina E2 
(prostaglandin E2); TGF = fator de crescimento transformante (transforming growth factor); Thl = células T auxiliares 1 (T helper 1 
cells); TNF = fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor). 
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18.5 CÉLULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZÍVEIS 


Células somáticas podem ser reprogramadas ao estado pluripotente atra- 
vés da expressão ectópica de fatores de transcrição com muitas possíveis 
aplicações terapêuticas para doenças humanas (revisado em Beltrao-Braga e 
colegas!”, 2013). A maioria dos estudos utilizaram fibroblastos como popu- 
lação de partida para a modificação, mas levam semanas para se conseguir 
a ideal expansão de células. Tal como visto na parte anterior deste capítulo, 
MSC são especialmente promissoras para abordagens terapêuticas, devido 
à sua ampla capacidade de diferenciação e, devido à sua multi ou mesmo 
pluripotência, portanto, células indiferenciadas formam a ferramenta per- 
feita para redefini-las em células embrionárias (revisado em Wakao e cole- 
gas? 2013). 

Como um exemplo, ASC podem gerar células-tronco pluripotente induzí- 
veis (1PS). ASC são facilmente isoladas, encontradas em grandes quantidades 
e facilmente mantidas em cultura!?”. Além disso, podem ser mantidas em 
condição isenta de alimentador, eliminando assim a potencial variabilidade 
provocada pela utilização de células alimentadoras!??209, Células-tronco 
derivadas de tecido adiposo expressam intrinsecamente elevados níveis de 
fatores de pluripotência, como FGF básico, fator de crescimento de trans- 
formação-p (TGFp), fibronectina e vitronectina, que podem servir como ali- 
mentadores para ambas as células pluripotentes autólogas e heterólogas?ºº. 
ASC de humanos, ou camundongos, ou ratos apresentam alto potencial para 
reprogramação em células tronco induziveis'’’?"'. Embora o tecido adiposo 
seja uma ótima fonte de células-tronco expansíveis, o seu potencial para uso 
em medicina regenerativa não tem sido amplamente explorado?. 

Assim, com o objetivo de desenvolver uma fonte adequada para estu- 
dos com iPSC (células-tronco pluripotentes induzíveis, do inglês, induced- 
-pluripotent stem cells), células estromais derivadas de sangue menstrual 
foram identificadas como ótimas candidatas. Descobriu-se que células- 
tronco derivadas de sangue menstrual (MenSC) podem ser reprogramadas 
para o estado pluripotente por transdução lentiviral induzida por doxiciclina 
de Oct4, Sox2, e KLF4. As células resultantes, MenSC-iPSC, mostraram as 
mesmas características de células-tronco embrionárias humanas; morfologia, 
marcadores de pluripotência, expressão gênica e o estado de epigenética. 
Essas células foram capazes de diferenciar-se em vários tipos de células de 
todas as três camadas germinativas tanto in vitro como in vivo, mas também 
podem ser utilizadas para a geração de iPSC%2203, 
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18.5.1 Nanog como mediador do estado de 
pluripotência em células-tronco mesenquimais 


Fatores de transcrição Oct4 (de ligação ao octâmero 4), Sox2 e Nanog 
apresentam um papel central na rede transcricional e na manutenção da 
pluripoténcia das células-tronco (revistas nos estudos de Barrero e colegas?™, 
de 2010, e de Chambers e Tomlinson?*, de 2009). Dois outros conjuntos dis- 
tintos de fatores de crescimento representados por LIF e Bmp4 contra bFGF 
e Ativina À, que estão regulando positivamente a cascata de sinalização de 
Oct4, Sox2 e Nanog no estado de pluripotência, definem e mantêm dois dis- 
cretos estados de pluripotência denominados células-tronco naive e primed. 
Em células-tronco de camundongos, há dois estados de pluripotêcia funcio- 
nalmente distintos: um estado de células-tronco pluripotentes PSC “naive” 
dependentes de LIF (Pluripotent Stem Cells, PSC), que é compatível com a 
pré-implantação a partir da massa celular interna (inner cell mass, ICM), 
e um estado de PSC “primed” dependente de bFGF, que é reminescente da 
pos-implantacao epiblastica*’®. O estado pluripotente naive representa uma 
população de células-tronco mais primitivas do que as PSC primed, que sao 
unicamente capazes de integrar-se com o blastocisto da ICM e contribuir 
para a formação de quimera. Entre os três fatores principais, apenas Nanog 
demonstrou ser um regulador negativo de ambos os conjuntos de LIF e 
Bmp4 contra as vias de bFGF e Ativina A, o que transforma Nanog em 
um atrativo candidato a regulador-chave do estado pluripotente de células- 
tronco (Figura 3). 

Dois grupos independentes procurando genes que poderiam confe- 
rir o crescimento de células-tronco embrionárias de camundongo (mouse 
Embryonic Stem Cells, mESC) independente de LIF identificaram Nanog 
como o principal fator de transcrição envolvido?720. Estudos silenciando 
Nanog mostraram que Nanog não é requerido para a manutenção de pluri- 
potência; de fato, células-tronco embrionárias (ESC). Nanog” foram revela- 
das como sendo mais propensas à diferenciação’. Além disso, na ausência 
de Nanog, a derivação de PSC naive é prejudicada, o que está de acordo com 
a demonstração de que Nanog tem um papel importante no estabelecimento 
de um estado de pluripotencia?™?. Recentemente, demonstrou-se que várias 
vias de sinalização advindas de LIF e receptores de Ativina A/TGF-ß regulam 
a expressão de Nanog. Niwa e colaboradores demonstraram que em mESC, 
a ativação de PI(3)K/AKT induzida por LIF leva à expressão de T-Box 3 
(Tbx3), que por sua vez ativa a transcrição de Nanog (Figura 18.3)7!!. Além 
disso, a ativação da via paralela Jak/Stat3 induz a expressão de KIf4; em 
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adição, a ligação ao promotor Nanog simula a sua própria expressão?! 212, 


Descobriu-se que o promotor Nanog humano tem sítios de ligação para 
SMAD2/3, o que sugere que a expressão de Nanog em ESC humanas é dire- 
tamente influenciada pela sinalização via Ativina A/TGF-pB. Com efeito, a 
estimulação de Ativina A de ESC leva a um aumento da atividade do pro- 
motor Nanog, ao passo que que mutações dos sítios de ligação de SMAD2/3 
anulam essa resposta (Figura 18.3)”. 


GPCR 





Células Tronco Pluripotentes : Células-Tronco Pluripotentes 
Imaturas i Diferenciadas 


Figura 18.3 Os fatores de crescimento ativam receptores de membrana regulando os níveis de expressão de Nanog em células-tronco 
pluripotentes naive. Extimulação por LIF resultam na ativação de PI(3)K/Akt, Stat3 e fatores sinais das vias de sinalização MEK/ERK. 
Stat3 e PI(3)K/Akt regulam positivamente a auto-renovação: PI(3)K/Akt atua via T-Box3 e Stat3 estimulando a expressão de KIf4. 
Em contraste, a ativação da sinalização via MEK/ERK inibe a expressão de Nanog, mas esta via é inibida por sinais de BMP4 através 
de regulação positiva de proteínas Id. A ativação da sinalização via PKA por receptores acoplados à proteína G pode estabilizar o estado 
pluripotente naive por manter os níveis de expressão de Nanog através de um mecanismo de sinalização desconhecido. Em células-tronco 
pluripotentes primed, fatores de crescimento via sinalização Ativina A/TGF-P induz a expressão de Nanog via ligação de SMAD2/3 a um 
sítio encontrado no promotor Nanog. Ativação cooperativa adicional via bFGF foi mostrada em ESC humanas, mas não desempenham 
nenhum papel na expressão de Nanog em EpiSC murinos. 


Interessantemente, é também possível distinguir duas populações de 
uma colônia mESC relacionada com os níveis de expressão de Nanog como 
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Nanog'!'º e Nanogt:ixo, Mesmo quando mESC Nanog-GFP são classificadas em 
subpopulações heterogêneas, Nanog'!º e Nanogixº são restabelecidas??2!3, 
A porcentagem de células Nanog"!º é muito maior sob ativação da supressão 
de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), o que é fundamental 
para o estabelecimento e manutenção de células-tronco embrionárias. Além 
disso, a inibição da glicogênio sintase-quinase 3 (GSK3) reforça esses efeitos, 
demonstrando que os altos níveis de expressão de Nanog estão intimamente 
ligados ao estado naive de ESC imposta pelo inibidor?!!. Em contraste, 
células Nanog'ixº em cultura de ESC são mais propensas à diferenciação, o 
que sugere que os baixos níveis de Nanog levam a um estado pluripotente 
mais primed?, que pode estar relacionado com o estado de pluripotência 
de MSC em comparação com as ESC, sugerindo a sua diferente capacidade 
de diferenciação. De fato, a sobre-expressão de Nanog facilita a conversão 
mediada por LIF de células-tronco epiblásticas (EpiSC) em células-tronco 
embrionárias de camundongo (mESC)?!º. Esses dados combinados sugerem 
que os diferentes conjuntos de fatores de crescimento exógenos que supor- 
tam PSC naive e primed promovem um estado pluripotente particular pela 
manutenção dos diferentes níveis de expressão Nanog. 

À recente geração de ESC Nanog-GFP knock-in humanas demonstra que 
Nanog exibe expressão heterogênea em ESC humanas, mas continua a ser 
analisado se diferenças funcionais similares?!’ existem entre ESC humanas 
Nanog™*° e Nanog*’. Além de alguns autores considerarem a plasticidade 
de MSC como consequência das condições da cultura celular, em vez de um 
potencial intrínseco de diferenciação?! de MSC in vivo é razoável que a 
expressão heterogênea de Nanog e talvez outro fator de transcrição regu- 
lando negativamente a cascata de Nanog poderia controlar a plasticidade de 
MSC. Foi demonstrado que a expressão de marcadores padrão da camada 
germinativa poderiam apoiar o conceito de que as MSC possuem plasti- 
cidade, como foi mostrado por três marcadores coexpressos em linhagem 
germinativa e a capacidade de MSC de se diferenciarem em três linhagens 
germinativas (ver Tabela 18.4 para os protocolos de diferenciação de MSC). 

Recentes pesquisas mundiais, conduzidas pela International Stem Cell Ini- 
tiative, avaliaram o padrão de expressão de marcadores associados a célu- 
las-tronco em culturas de células-tronco embrionárias humanas. Todas as 
linhagens de hES testadas exibiram um padrão comum de expressão para 
um conjunto específico de marcadores de antígenos e genes: antígenos glico- 
lipídicos SSEA-3 e SSEA-4, os antígenos de sulfato de queratan TRA-1-60, 
TRA-1-81, GCTM2 e GCT343, e os antígenos de proteínas CD9, CD90, 
fosfatase alcalina de tecido não específico, bem como Nanog, Oct4, TDGF1, 
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DNMT3B, GABRB3 e GDF3?"”. Estudos em camundongos e células huma- 
nas indicam que Oct4 é um componente de uma rede de fatores de trans- 
crição, incluindo a proteína de homeodomínio Nanog e fator de transcrição 
Sox2 HMGbox, que cooperativamente mantêm a pluripotência de ESC?!S. 
O marcador de superfície celular SSEA-4 é um bom indicador de célu- 
las hES indiferenciadas, mas também tem sido usado para isolar o fenó- 
tipo de células-tronco embrionárias e tem sido estudado em pormenor com 
vários marcadores que têm sido relatados como antígenos específicos de 
células ESC, incluindo Oct4, Nanog, Sox2, SSEA-4, dentre outros?!” Estu- 
dos recentes têm mostrado que as células-tronco adultas, incluindo as MSC, 
podem expressar marcadores de ESC: a expressão de SSEA-4 foi detectada 
em medula óssea”? e recentemente mostrou-se que a expressão diferencial de 
outros marcadores de superfície de subpopulações de BM-MSC de camun- 
dongos tem distinto compromisso de linhagens. Além disso, a expressão 
de CD200 era característica para os clones com um potencial osteogênico, 
enquanto SSEA-4 marcava progenitores adipogênicos sem capacidade osteó- 
gica, e CD140a era expresso em células adipogênicas independentemente 


220 


da sua eficácia para a osteogênese??º em células-tronco da polpa dentária?! 
e as células-tronco do ligamento periodontal de decíduos humanos?!222, 

expressão de Oct4 foi reportada na medula óssea? e em ASC, células 
mononucleares do sangue periférico? 226, células-tronco da polpa dentá- 
ria?27228 células do coração e fígado??; no entanto, a expressão de Nanog 
foi encontrada em células-tronco mesenquimais da medula óssea, coração 
e fígado??. Além disso, o fator de transcrição Sox2 é expresso na medula 
óssea, tecidos neurais e epitélio sensorial desde os primeiros estágios de 


desenvolvimento?0-23, 


18.6 CONCLUSÃO 


Com o potencial para tratar uma ampla gama de doenças, de órgãos 
danificados a defeitos congênitos, HSC formam a base subjacente da medi- 
cina regenerativa. Estudos estimam que 250 bilhões de dólares por ano serão 
poupados só nos Estados Unidos com o emprego de terapias baseadas em 
células-tronco. O impacto será notado principalmente no custo de trata- 
mento de doenças crônicas e neurodegenerativas como a doença de Parkin- 
son, lesões da medula espinhal, doenças cardiovasculares, diabetes e aciden- 
tes neurovasculares. 
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Em particular, células-tronco e derivadas de tecidos de doentes adultos 
podem ser não só uma fonte de células para terapias regenerativas autólo- 
gas, mas também no estudo de mecanismos de doença, para rastreamento de 
drogas e ensaios de toxicidade que são cruciais no desenvolvimento de novas 
drogas. Além disso, a indústria de células-tronco está testemunhando avan- 
ços contínuos no mundo e, portanto, muitos produtos estão em andamento. 
A ampla disponibilidade de terapias com células-tronco não só irá ajudar a 
tornar o tratamento acessível nos próximos anos, mas também pavimentará 
o caminho para a medicina personalizada. 


18.7 PERSPECTIVAS FUTURAS 


O potencial das células-tronco adultas já foi amplamente descrito ante- 
riormente. Além de driblar os questionamentos éticos, gerados pela utiliza- 
ção de células-tronco embrionárias, as células-tronco adultas têm grande 
potencial para aplicação na engenharia tecidual, seleção de drogas para tra- 
tamento de doenças, desvendamento dos mecanismos de sinalização celular, 
dentre outros. 

Os avanços futuros, provavelmente, serão voltados para a obtenção cada 
vez mais eficiente e sem danos ao paciente de células-tronco dos diversos 
tecidos do organismo, além de mecanismos mais efetivos e precisos para 
a diferenciação dessas células em tecidos específicos. Na terapia celular, o 
desenvolvimento de biomateriais que favoreçam a proliferação, adesão, dife- 
renciação e remodelação de tecidos danificados está cada vez mais no foco 
de pesquisadores. 

Além disso, ao desvendar os mecanismos de diferenciação de células- 
tronco adultas, poderão ser propostos protocolos para transdiferenciação 
celular, ou seja, obtenção de células de interesse a partir de células já dife- 
renciadas. Com isso, será eliminado um passo crítico na obtenção de células 
específicas. 

Por fim, ainda serão necessários mais estudos para a aplicação eficiente 
de células-tronco adultas na clínica, mas o tema já apresenta potencial bas- 
tante promissor. 
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Tabela $1 Estudos clínicos em andamento com base na terapia por células tronco derivadas do tecido adiposo de acordo com clinical- 
trials.gov em junho de 2013 


DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº 
Sindrome da imunodeficiência ] Traumatismo cerebral ] Diabetes mellitus 3 
adquirida 


Leucemia linfoblástica agudo 1 Isquemia cerebral 2 Diabetes mellitus, Tipo 2 3 
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DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº 
Adenocarcinoma ] Doença mamária 1 Doença do sistema digestivo 16 
Adenocarcinoma, mucinous ] Neoplasma mamário ] Fistula do sistema digestivo 9 
Doenca anexial 5 Doenca de Buerger ] Discinesias 1 
Esclerose lateral amiotrófica 1 Carcinoma ] Enfisema ] 
Anemia ] Carcinoma de ducto ] Doencas do sistema endócrino 8 
Anemia, aplóstica 1 Carcinoma mamário, ductual ] Hemiatrofia Facial ] 
Anoxia 1 Doença do sistema nervoso central 11 Doença do Nervo facial 1 
Anemia aplastica 1 Ataxia cerebelar ] Face 2 
Traumatismos do braço 2 Doença cerebelar ] Incontinência fecal 1 
Doença da artéria oclusiva 4 Infarto cerebral 2 Necrose da cabeça do fêmur 1 
Arterioscleros 2 Disordem cérebro-vascular 2 Fibrose 3 
Artralgia 1 Transtornos globais do desenvolvimento infantil 1 Fistula 12 
Artrite 5 Chronic Graft Versus Host Disease | Fratura do osso | 
Artrite reumatóide 1 Cicatriz 1 Ganglion Cysts 1 
Ataxia 1 Anormalias congênitos 3 Gastroenterite 8 
Aterosclerose 1 Connective Tissue Diseases ] Gastrointestinal diseases 16 
Atrofio 1 Conshição patológica ] Doenca genital feminina 7 
Transtorno autista 2 Doença da artéria coronária 2 Doença genital masculina 1 
Doenca autoimmune ] Doença da coronária 1 Nonismo genital ] 
hep n * ] Trauma craniocerebral | Neoplasma genital masculino 1 
Avitaminosis 1 Doença de Crohn 9 Disordem de metabolismo da glicose 3 
Doença da ganglia basal ] Cisto 4 Disordem da gônoda 5 
Sintomas comportamentais 1 Deficiency Diseases 1 Disgenesia gonadal ] 
Peso corporal 2 Doenças autoimunes desmielinizantes doSNC 1 Doença hospedeiro-enxerto 1 
Doença óssea 2 Doenças desmielinizantes 1 Doença cardíaca 5 
Doenças da medula óssea 1 Depressão 1 Falha cardiaca 3 
Doenca do cérebro 7 Transtorno depressivo ] Doença hematológica ] 
Infarto cerebral 2 Deficiéncias do desenvolvimento ] Infecção por HIV 1 
Doença de Hodgkin 1 Molnutitição 1 Doenças vasculares periféricas 2 
Linfoma de Hodgkin 1 Menopausa 1 Doença arterial periférica 2 
Homologous Wasting Disease ] Transtornos mentais 1 Sindrome do ovário policistico 4 
Fraturas do úmero 1 Transtomos mentais diagnosticados na infância 1 Condições pré-cancerosas 1 
Hipertensão 2 Doenças metabólicos 5 sro pol 1 
Hipertensão renovascular ] Doenca neuromotora ] Préleucemina 1 
Síndromes de imunodeficiência 1 Doenças da boca 1 Insuficiência ovariana primária 1 
Tronstomos imunoproliferativos 2 Distúrbios do movimento 1 Atrofia hemifacial progressiva 1 
Infarto 3 Esclerose múltipla ] Doença da próstata 1 
Doenças inflamatórios intestinais 8 Doenças músculo-esqueléticos 8 Neoplasma prostático 1 
Degeneração do disco intervertebral 1 Sindromes mielodisplisicas ] Transtornos psicóticos 1 
Doenças intestinais 14 Infarto do miocárdio 1 Doença pulmonar pbshutiva crônica 1 
Fistula intestinal 9 Isquemia miocárdica 2 Enfisema pulmonar 1 
Isquemia 12 Necroses 3 Doença do reto 9 
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DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº DISEASE CATEGORY STUDIES Nº 
Artropatios 5 Neoplasias glandulares e epitelialias 1 Fistula retal 8 
Doenças renais 2 Degeneração do nervo 1 Distúrbios urinários 3 
Infecções por lentivirus ] Doencas neurodegenerativas 2 Neoplasias urogenitais 1 
Leucemia 2 Manifestações neurológicos 1 Manifestações urológicas 3 
Leucemia linfóide 1 Doenças neuromusculares 1 Doenças vaginais 2 
= <— 1 Tanstomos da nutrição 3 Fistula vaginal 2 
Lipodistrofia 1 Osteoporose 1 Ferimentos e lesões 6 
Cirrose hepática 2 Fraturas osteoporóticas 1 
Doenças do fígado 2 Cistos ovarianos 4 
Doenças pulmonares 2 Doenças do ovário 5 
Doenças pulmonares obstrutivas 1 Hipemutrição 2 
Doenças linfáticos 2 Excesso de peso 2 
Linfoma 2 Dor 2 
Linfoma não Hodgkin 1 Doença de Parkinson 1 
Inn, pardo sis 1 Transtornos parkinsonianos 1 
Lymphoproliferative Disorders 2 Condições patológicas anatômicas 14 
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19.1 INTRODUCAO 


No embrião de vertebrados, células totipotentes têm o potencial para 
se diferenciar e dar origem às células tecido-específicas, em última análise, 
formando um organismo inteiro, incluindo os tecidos extraembrionários, 
tais como a placenta. Esse processo de especificação celular é controlado 
pela interação de fatores endógenos e exógenos. As células totipotentes são 
encontradas desde o óvulo fecundado até o estágio inicial de mórula (estágio 
em que há 16 células). Na fase de blastocisto do embrião inicial, as célu- 
las da massa celular interna (inner cell mass — ICM), a partir das quais as 
células-tronco embrionárias (embryonic stem cells — ESC) são derivadas!>, 
são pluripotentes: elas são capazes de formar cada um dos três folhetos 
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germinativos, endoderme, ectoderme e mesoderme. Eventualmente, as célu- 
las que são determinadas para cada um destes folhetos germinativos espe- 
cializam-se para dar origem aos tecidos do organismo adulto, tais como o 
cérebro, intestinos ou músculo cardíaco, entre outros. Essas células adultas 
diferenciadas geralmente não mudam seus destinos; por exemplo, os hepa- 
tócitos não se tornam espontaneamente cardiomiócitos. 

Vários estudos clássicos, entretanto, sugerem que as células “comprome- 
tidas” do embrião são, na verdade, plásticas, porque o destino dessas células 
pode mudar quando são explantadas e expostas a um microambiente dife- 
rente. Em um desses estudos, as células dos discos imaginais de pupas de 
Drosophila melanogaster foram serialmente transplantadas para o abdômen 
de uma mosca adulta, e observou-se a “transdeterminação”: as células que 
eram originalmente destinadas a formar as estruturas genitais deram origem 
a estruturas como perna e cabeça, e, eventualmente, em transplantes poste- 
riores, a asas>*. Embora essas mudanças no destino celular tenham ocorrido 
com uma frequência baixa, essas experiências realizadas por Hadorn e Geh- 
ring, respectivamente, forneceram evidências de que as células de explante 
são surpreendentemente plásticas. 

Em outro elegante estudo”, células foram transplantadas de codornas 
para galinhas: essas células eram suficientemente semelhantes para poder 
participar no desenvolvimento normal do transplante, mas eram histologica- 
mente distintas, o que lhes permitia ser rastreadas. Usando essa propriedade, 
Le Lievre e Le Douarin* mostraram que as células da crista neural explanta- 
das adotavam novos destinos (osso, cartilagem e tecido conjuntivo), que são 
ditados pela sua nova vizinhança celular, e não pela sua localização original 
no embrião de aves. Uma ressalva a esses resultados é que o destino das célu- 
las individuais não pode ser seguido. Mas, já em meados dos anos 1960, tais 
experiências de transplante de células embrionárias sugeriram que o estado 
geral estável de uma célula especializada era plástico e podia ser alterado em 
resposta ao ambiente extracelular. 

Por muito tempo se pensou que quando uma célula se diferencia ela perde 
cromossomos ou inativa permanentemente genes de que já não necessita. Por 
que uma célula especializada manteria o potencial para reativar genes típi- 
cos de um outro tipo celular? Este parece ser um mecanismo de risco, dada 
a possibilidade de que os genes poderiam ser inapropriadamente ativados. 
No entanto, três abordagens para a reprogramação nuclear — transferência 
nuclear, fusão celular, e de transdução de fatores de transcrição (descritos 
em detalhe abaixo) — demonstraram conclusivamente que um tipo de célula 
especializada definida (isto é, em uma célula que tenha sido cuidadosamente 
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Figura 19.1 Três abordagens para a reprogramação nuclear: A) transferência nuclear; B) fusão celular; () transdução de fatores de 
transcrição. Modificado de Nuclear reprogramming to a pluripotent state by three approaches.. 


determinada para ser diferenciada) pode ter seu destino invertido, voltando 
a célula para um estado de pluripotência (Figura 19.1). 

A) Transferência nuclear: nesta abordagem, o núcleo de uma célula somá- 
tica (que é diploide, 2n) é transplantado para um oócito enucleado, sem 
núcleo. No ambiente do ovócito, o núcleo de células somáticas é reprogra- 
mado de modo que as células derivadas são pluripotentes. Deste oócito, um 
blastocisto é gerado, a partir do qual linhagens de células-tronco embrioná- 
rias (embryonic stem cells — ESC) são derivadas em cultura de tecidos. Caso 
o progresso do desenvolvimento do blastocisto não seja interrompido, todo 
um organismo clonado é gerado. 

B) Fusão celular: nesta abordagem, os dois tipos de células distintos são 
combinados para formar uma única entidade. As células fundidas resultantes 
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podem ser heterocariônicas ou híbridas. Se as células fundidas proliferarem, 
irão tornar-se híbridas, e, em divisão, os núcleos serão fundidos para se 
tornarem 4n (isto é, duas vezes o número de cromossomas de uma célula 
somática) ou maior. Se as células são derivadas da mesma espécie, seu carió- 
tipo permanecerá euploide (isto é, elas terão conjuntos equilibrados de cro- 
mossomas), no entanto, se elas são de espécies diferentes, elas serão aneu- 
ploides, já que os cromossomas serão perdidos e rearranjados. Heterocários, 
pelo contrário, são de curta duração e não se dividem. Como resultado, eles 
são multinucleados: os núcleos das células originais permanecem intactos e 
distintos, e a influência de um genótipo de outro pode ser estudado num sis- 
tema estável, em que não há cromossomas que são perdidos. Se os heterocá- 
rions são de espécies distintas, os produtos gênicos dos dois tipos de células 
podem ser distinguidos. Ao alterar a razão nuclear na fusão, e, portanto, a 
estequiometria dos reguladores fornecidos por cada tipo celular, o heterocá- 
rion é reprogramado para o tipo celular desejado (Figura 19.1). O meio de 
cultura, também tem um papel e deve ter uma composição favorecida pelo 
tipo de célula desejada. 

C) Transdução de fator de transcrição: esta abordagem pode ser utili- 
zada para produzir as células-tronco pluripotentes induzidas (1PSC), que 
têm propriedades semelhantes às células ES e podem ser geradas a partir 
de quase qualquer tipo de célula do corpo, através da introdução de quatro 
genes (Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc), usando retrovírus. O estado pluripotente 
é hereditariamente mantido, e um grande número de células pode ser gerado, 
tornando esta abordagem vantajosa para aplicações clínicas. 

Esses três modelos experimentais proporcionaram provas de que, com 
poucas exceções (como a recombinação homóloga em linfócitos), células 
somáticas altamente especializadas retêm toda a informação genética que é 
necessária para que se revertam em ESC, e que os genes das células somáti- 
cas não foram permanentemente inativados. Além disso, as três abordagens 
mostraram que, embora o estado diferenciado de uma célula possa ser, geral- 
mente, estável, a “memória” celular é dinamicamente controlada e sujeita a 
alterações induzidas por perturbações na estequiometria dos reguladores de 
transcrição presentes na célula, em qualquer dado momento. 

Estudos recentes mostram que células-tronco pluripotentes com proprie- 
dades semelhantes às células-tronco embrionárias (chamadas de células iPS) 
podem ser induzidas facilmente a partir de células somáticas diferenciadas. 
Esta constatação levou a grande excitação a respeito do potencial dessas 
células na melhora do entendimento e tratamento de doenças e destacou 
a necessidade de uma melhor compreensão mecanística do processo de 
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reprogramação. Uma melhor percepção é necessária para quais reguladores 
são necessários para gerar as células iPS de maneira confiável e eficiente, e 
induzidas a se diferenciarem para o destino da célula especializada de inte- 
resse. Para atingir este objetivo, as três abordagens para a reprogramação 
nuclear precisam ser listadas. 

Este capítulo fornece uma perspectiva histórica sobre as principais con- 
clusões (Figura 19.2) que levaram à descoberta da plasticidade celular e, 
por sua vez, discute estudos utilizando cada uma das três abordagens para 
a reprogramação nuclear. 

Ele também indica as perguntas que devem ser respondidas antes que a 
reprogramação nuclear possa realizar o seu potencial em aplicações médicas, 
além de apresentar metodologias para o desenvolvimento de iPSC. 
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Figura 19.2 Linha do tempo das descobertas na reprogramação nuclear. Três abordagens para a reprogramação nuclear são descritas: 
transferência nuclear (1962, 1997 e 1998), fusão celular (1966-1971, 1983, 1997, 2008 e 2010), transdução de fator de transcri- 
ão (1987, 2006 e 2007). Essas abordagens complementares forneceram percepções sinérgicas por quase cinquenta anos e continuam 
a informar a compreensão da reprogramação nuclear e a influenciar os avanços da medicina. (embryonic germ cells, ou EG cells, são 
células germinativas embriondrias). Modificado de Nuclear reprogramming to a pluripotent state by three approaches. 
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19.2 A FUSÃO DE TRÊS FLUXOS CIENTÍFICOS 
LEVOU À PRODUÇÃO DE iPSC 


Como qualquer outro avanço científico, a tecnologia iPSC foi estabele- 
cida com base em inúmeros achados de cientistas do passado e atuais em 
áreas afins. Houve três grandes fluxos de pesquisas que levaram à produção 
de iPSC (Figura 19.2). O primeiro fluxo foi a reprogramação por transfe- 
rência nuclear. Em 1962, John Gurdon informou que seu laboratório tinha 
gerado girinos a partir de ovos não fertilizados, que tinham recebido um 
núcleo de células intestinais de rãs adultas*. Mais de três décadas depois, Ian 
Wilmut e seus colegas relataram o nascimento de Dolly, o primeiro mamí- 
fero gerado por clonagem somática de células epiteliais mamárias”. Esses 
sucessos na clonagem somática demonstraram que, mesmo diferenciadas, 
as células contêm toda a informação genética necessária para o desenvolvi- 
mento de organismos inteiros, e que os oócitos contêm os fatores que podem 
reprogramar núcleos de células somáticas. Em 2001, o grupo de Takashi 
Tada mostrou que ESC também contêm fatores que podem reprogramar as 
células somáticas*. 

A segunda corrente foi a descoberta do “mestre” dos fatores de trans- 
crição. Em 1987, um fator de transcrição da Drosophila, Antennapedia, 
foi demonstrado induzir a formação de pernas em vez de antenas quando 
expresso ectopicamente”. No mesmo ano, demonstrou-se que um fator de 
transcrição de mamíferos, MyoD, convertia fibroblastos em miócitos!º. 
Esses resultados levaram ao conceito de um “regulador-mestre”, um fator 
de transcrição que determina e induz o destino de uma determinada linha- 
gem. Muitos pesquisadores começaram a procurar reguladores mestres úni- 
cos para várias linhagens. Às tentativas falharam, com algumas exceções!!. 

À terceira, e igualmente importante, corrente de pesquisa é aquela envol- 
vendo as ESC. Desde a primeira geração das ESC de camundongo em 1981!2, 
Austin Smithe e outros já tinham estabelecidas as condições de cultura que 
permitem a manutenção em longo prazo de pluripotência!?. O fator-chave 
para a manutenção das ESC de rato foi o fator inibitório de leucemia (do 
inglés, leukemia inhibitory factor — LIF). Da mesma forma, uma vez que a 
primeira geração de ESC de humanos foi produzida utilizando o LIFº, óti- 
mas condições de cultivo, desta vez usando o LIF com o fator de crescimento 
de fibroblastos basico (do inglés, basic fibroblast growth factor — bFGF) 
também foram estabelecidas. 

Combinando as duas primeiras correntes de pesquisa, o grupo de Shinya 
Yamanaka foi levado a supor que fosse uma combinação de vários fatores 
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em oócitos ou em ESC os responsáveis pela reprogramação de células somá- 
ticas de volta para o estado de pluripotência, e passaram a desenhar experi- 
mentos para identificar essa combinação. 

Utilizando informações sobre as condições de cultura que são necessárias 
para manter a cultura de células pluripotentes, eles foram capazes de identi- 
ficar quatro fatores que podem gerar as iPSC. 


19.3 A TRANSFERÊNCIA NUCLEAR 


Quando um núcleo de uma célula somática diferenciada, como uma 
célula intestinal, é transplantado para um oócito enucleado, a reprogra- 
mação nuclear é iniciada, conduzindo à geração de um indivíduo inteiro, 
que é um clone geneticamente idêntico das células somáticas originais. Tais 
experiências de transferência nuclear, também conhecidas como clonagem 
(Figura 19.1), têm demonstrado definitivamente que todos os genes neces- 
sários para criar um organismo inteiro estão presentes no núcleo da célula 
especializada e podem ser ativado por exposição a fatores de reprogramação 
presentes no oócito. Em outras palavras, a especialização celular envolve 
uma mudança na expressão gênica, e não em seu conteúdo genético, e o 
processo de diferenciação pode ser totalmente revertido!*. 

Nesta seção, apresentamos um panorama histórico dos resultados de 
estudos de transferência nuclear e a visão sobre a diferenciação celular e 
regulação gênica que os pesquisadores ganharam com essa abordagem (fato- 
res estes ilustrados na Figura 19.1). 


19.3.1 Em anfíbios 


Elegantes estudos de clonagem em sapos forneceram a primeira evidência 
conclusiva de que os genes não são perdidos ou permanentemente silencia- 
dos durante a especialização celular. 

Briggs e King foram os primeiros a demonstrar”, em 1952, que a transfe- 
rência de núcleos de blastocistos em oócitos enucleados resultou em clones, 
neste caso de girinos de natação. Mas eles tiveram dificuldade em repro- 
duzir esse achado com células de tecidos mais especializados, que muitas 
vezes davam origem a tecidos anormais, e interpretaram essa limitação como 
evidência de uma perda de plasticidade, com a diferenciação das células. 
Gurdon realizou o mesmo experimento*-!* com diferentes espécies de sapos 
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e conseguiu a transferência de núcleos de células intestinais de girino, alta- 
mente especializadas, em oócitos irradiados com luz ultravioleta, obtendo 
não só girinos, mas também rãs adultas normais. A escolha das espécies 
de rãs foi fundamental, mas também o foi a interpretação dos resultados. 
Embora a incidência tenha sido baixa, Gurdon interpretou suas descobertas 
como prova de que o processo de especialização celular não exigia alterações 
nucleares irreversíveis. Uma década após as descobertas de Briggs e King 
terem terem sido publicadas, os relatos de Gurdon*!é de que a diferencia- 
ção pode ser reversível atraiu a atenção imediata e excitação, mas também 
eram controversos. Em primeiro lugar, a baixa frequência (cerca de 1%) com 
que um adulto normal foi obtido após a transferência nuclear de células 
somáticas adultas em oócitos enucleados (em comparação com 30% para 
núcleos de células embrionárias ou após a transferência em série, ou seja, 
dois experimentos de transferência nuclear sequenciais) sugeriu que os clo- 
nes poderiam ter surgido a partir de uma subpopulação de células contami- 
nantes, possivelmente células-tronco intestinais residuais. Em segundo lugar, 
as experiências não podiam ser repetidas em outras espécies. Estes obstácu- 
los foram superados. 


19.3.2 Em mamíferos 


Por que a clonagem de mamíferos não teve sucesso até 1997? Certamente 
não foi por falta de tentativa. O primeiro mamífero clonado com sucesso 
foi Dolly, a ovelha, feita por fusão de uma célula mamária com um oócito 
enucleado (usando um pulso elétrico fusogênico)”. Wilmut e seus colegas 
foram os primeiros a clonar um mamífero”, devido, em parte, à sua estra- 
tégia. Usaram oócitos não fertilizados como receptores, em conjunto com 
células de doadores que tinham sido induzidas a sair do ciclo celular por 
privação de soro, em cultura, e postularam que a estrutura da cromatina 
mudaria de forma a conduzir à reprogramação nuclear. Um ano mais tarde, 
Wakayama e colaboradores, com persistência e perícia técnica, utilizando 
uma pipeta de enucleação projetada para entregar pulsos piezoelétricos, tive- 
ram sucesso na clonagem de camundongos”. Esse instrumento permitiu ao 
núcleo ser removido do oócito do camundongo, que é mais sensível do que 
o da ovelha, e ser substituído pelo núcleo de uma célula somática. Esse pro- 
cesso de transferência nuclear de células somáticas (do inglês, somatic-cell 
nuclear transfer — SCNT) logo foi repetido em vários laboratórios. Impor- 
tante, Jaenisch e colegas finalmente acabaram com o argumento de que a 
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“reprogramação” era resultante da presença de contaminação de células- 
tronco ou células progenitoras!*!?. Eles obtiveram evidências definitivas de 
que o destino de núcleos de células altamente especializadas, os neurônios 
olfativos purificados, ou a partir de células B em que o locus da imuno- 
globulina tinha sido reorganizado, poderia ser revertido para produzir um 
clone de camundongo'*””. 

A SCNT é possível não só com oócitos, mas também com ovos fertiliza- 
dos (ou zigotos), mostrando que os fatores de reprogramação ainda estão 
presentes nessa fase do desenvolvimento”. Notavelmente, os núcleos intac- 
tos não são removidos em nenhum dos métodos de transferência nuclear. Em 
vez disso, o complexo de cromossomas condensados e o fuso são cuidadosa- 
mente extraídos em fases do ciclo celular em que o envelope nuclear é des- 
montado (durante a meiose nos oócitos ou metáfase em zigotos submetidos 
à mitose), de modo que os fatores de reprogramação, que estão normalmente 
localizados no núcleo, são dispersos no citosol. 

Em adição aos ovinos e camundongos, uma vasta gama de espécies já 
foi clonada com sucesso usando SCNT, desde animais domésticos (como 
cães e cabras), e híbridos (como mulas), até animais selvagens, como gatos 
selvagens e lobos africanos?!. Além disso, os núcleos de tecidos congelados 
foram transplantados com sucesso em oócitos enucleados, uma década após 
o congelamento do tecido. Essas experiências foram realizadas com o obje- 
tivo de, eventualmente, usar células criopreservadas para fins terapêuticos 
ou de clonagem de animais extintos? A baixa eficiência de clonagem 
nuclear (1% a 2%) ainda é típica de camundongos, que são o modelo de 
animais experimentais mais amplamente utilizados”. É notável que célu- 
las-tronco embrionárias — células ES derivadas de transferência nuclear 
(nuclear-transfer-derived ES cells — células ntES) — possam ser geradas com 
eficiência muito maior (cerca de 20%) de blastocistos formados por SCNT”. 
E, embora primatas ainda não tenham sido clonados, células ntES foram 
geradas com sucesso a partir de primatas não humanosZ. 


19.4 PERCEPÇÕES MECANÍSTICAS 


Camundongos clonados com anatomia bruta aparentemente normal 
podem ter inúmeras anomalias, o que levanta preocupações sobre a fide- 
lidade da SCNT para a geração de organismos clonados ou células sem 
defeitos fenotípicos. 
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As anormalidades mais comuns incluem a expressão aberrante de genes 
em embriões, o tamanho dos telômeros, a obesidade em adultos, compro- 
metimento do sistema imune e, muitas vezes, o aumento da suscetibilidade 
ao câncer e morte prematura?!. Para superar esses problemas, várias modi- 
ficações técnicas foram testadas em camundongos, incluindo tentativas de 
ativação química de oócitos para torná-los mais sensíveis, alterando o tempo 
de enucleação, inibindo a citocinese e usando a fusão celular em vez de 
injeção nuclear, mas tais alterações levaram a apenas um aumento modesto 
(ou seja, ainda de 1% a 3%, na melhor das hipóteses) na frequência de 
animais clonados?!. 

A eficiência na geração de camundongos clonados aumenta substancial- 
mente (de 1% a cerca de 20%) quando a fonte de células para os núcleos 
são as células ntES o invés de células somáticas, uma eficácia equivalente 
à utilização de células ES normais para gerar um camundongo clonado?. 
Com efeito, a abordagem de utilização de células ntES permitiu aos investi- 
gadores clonar camundongos a partir de células T e B'*. As células ntES são 
linhagens de células-tronco embrionárias derivadas de um animal clonado e, 
portanto, passaram por muitas rodadas de divisão celular em cultura. Esses 
resultados sugerem que o processo de reprogramação nuclear é substancial- 
mente reforçado pela passagem através de um estado de células ES. Notavel- 
mente, a eficiência de clonagem também difere dependendo do tipo celular, 
o estágio de desenvolvimento e a estirpe do camundongo doador nuclear. 

Presume-se que os defeitos de desenvolvimento em animais clonados pos- 
sam resultar, em parte, de problemas com a fidelidade de reprogramação 
genômica”, devido a uma falha em apagar a “memória epigenética” com- 
pletamente, um termo usado aqui para definir efeitos hereditários sobre a 
expressão gênica que não são devidas às diferenças na sequência de ácido 
desoxirribonucleico (do inglês deoxyribonucleic acid - DNA). Fatores epige- 
néticos que contribuem para a manutenção de padrões de expressão gênica 
incluem reguladores de metilação do DNA, modificações e substituições de 
histonas e remodeladores de cromatina dependentes de ATP. A maioria des- 
ses modificadores da estrutura da cromatina não reconhece sequências espe- 
cíficas de DNA. 

Fatores específicos orientam esses modificadores para os seus alvos, e 
alças de retroalimentação (feedback loops) mantêm o equilíbrio necessário 
de tais fatores de modificação. Ambos os modificadores e fatores têm um 
papel crucial. 

A potência da regulação epigenética é exemplificada pela constatação de 
que abelhas-rainhas e operárias são clones. Apesar do seu DNA idêntico, 
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rainhas e operárias têm diferentes comportamentos, morfologias e capaci- 
dades reprodutivas. Elas diferem, pois algumas larvas, as futuras rainhas, 
ingerem a geleia real. À composição da geleia real é desconhecida, mas 
seus efeitos podem ser largamente imitados diminuindo os níveis de um 
único regulador epigenético repressivo, a DNA metiltransferase (DNA 
methyltransferase - DNMT3)?*. A frequência de anormalidades nos animais 
clonados que foram gerados por transferência nuclear sugere que a repro- 
gramação nuclear é incompleta e que uma melhor compreensão dos meca- 
nismos de regulação gênica, em particular aqueles de memória epigenética, 
é necessária. 

O impacto combinado de diversas alterações epigenéticas e como elas 
se relacionam com alterações na expressão gênica e memória celular é um 
assunto de intensa investigação e interesse para o entendimento básico da 
plasticidade celular e para o potencial do uso de células-tronco embrionárias 
a partir de embriões derivados de SCNT para aplicações clínicas. 


19.5 FUSÃO CELULAR 


A fusão celular envolve a fusão de dois ou mais tipos celulares para for- 
mar uma única entidade. 

Isso permite que o impacto de um genoma no outro possa ser estudado 
e, dessa maneira, a existência de repressores que atuam em trans e proteínas 
supressoras tumorais foi demonstrada em 1960 (Figuras 19.1 e 19.2). Cerca 
de uma década depois, estudos de fusão celular forneceram a primeira evi- 
dência de que o estado diferenciado de células somáticas de mamíferos não 
é fixo e irreversível, mas, ao contrário, é ditado pelo equilíbrio dos regula- 
dores e requer uma regulação contínua?*?*. Tais estudos não poderiam ser 
levados adiante até que as tecnologias moleculares recentes fossem desen- 
volvidas, a tal ponto que experimentos de fusão celular demostraram que 
o estado pluripotente pode dominar sobre o estado diferenciado, sob cer- 
tas condições, levando genes previamente silenciados a tornarem-se ativos. 
Esta abordagem está sendo revivida como uma potente forma de elucidar os 
mecanismos de regulação, como a desmetilação do DNA, que são necessá- 
rios para a reprogramação nuclear. Nesta seção, discutiremos a conversão 
de um tipo de célula somática diferenciada para outro tipo e, em seguida, a 
conversão de células somáticas diferenciadas em células pluripotentes. 
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19.5.1 A indução de genes típicos de 
uma célula somática específica 


A fusão celular pode gerar híbridos ou heterocariontes (Figura 19.1b). 
Híbridos proliferam, fazendo com que os núcleos das células originais se 
fundam, enquanto heterocárions não proliferam e, portanto, contêm múlti- 
plos núcleos distintos. Há pouco mais de quatro décadas, experimentos de 
fusão demostraram que, quando um fibroblasto de camundongo é fundido 
com um melanócito de hamster (porco-da-índia) ou hepatócitos de rato, 
a melanina e a tirosina aminotransferase, respectivamente, deixam de ser 
sintetizadas??»º. Esses estudos pioneiros proporcionaram novas evidências 
de que a expressão gênica não é regulada apenas por elementos de DNA de 
ação cis, mas também por repressores ativados em trans. 

Alguns anos mais tarde, células híbridas também forneceram evidências 
convincentes de que existem proteínas supressoras de tumores de ação trans, 
porque em alguns casos em que as células não cancerosas e células tumorais 
foram fundidas, o estado “normal” dominou sobre o estado transformado, 
impedindo a formação de tumor. 

Tal supressão de malignidade não resultou da perda de oncogene, e por 
causa da proliferação prolongada o fenótipo transformado reemergiu”!. Em 
alguns estudos, os genes que eram silenciados em um tipo de célula foram 
ativados em outros***?; no entanto, para selecionar para os híbridos, estes 
devem se dividir, o que leva a fusão nuclear, perda e rearranjo dos cromos- 
somas e aneuploidia, se os híbridos são de espécies diferentes. Como resul- 
tado, não ficou claro a partir de experimentos com esses híbridos de células 
proliferativas se a ativação do gene observado foi causada pela perda de um 
gene que codifica um repressor ou pela ação de um ativador. 

Em 1983, a primeira evidência definitiva de que os genes anteriormente 
silenciosos podem ser ativados em células de mamíferos foi obtido por 
Blau e colegas, produzindo heterocárions?, que são de vida curta, não se 
dividem e são produtos de fusão multinucleada de dois tipos de células dis- 
tintas. Se os tipos celulares são de espécies diferentes, seus produtos gêni- 
cos podem ser distinguidos e a reprogramação nuclear pode ser avaliada. 
Essa demonstração de reprogramação nuclear foi vista, primeiramente, com 
incredulidade, porque o dogma prevalecente considerava que o estado dife- 
renciado de células de mamíferos era fixo e irreversível. Usando hetero- 
cárions, os problemas de perda e rearranjo de cromossomas, que são típi- 
cos dos híbridos, foram superados, porque, na ausência de proliferação, os 
núcleos dos dois tipos de células distintos permanecem intactos. 
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Os primeiros estudos de heterocárions mostraram um aumento no DNA 
nuclear e síntese de RNA e DNA, mas genes silenciosos não tinham sidos 
ativados?*, presumivelmente, como resultado do tipo celular escolhido. Esses 
estudos envolveram eritrócitos de galinha, que têm um núcleo, mas estão 
entre as células mais especializadas e difíceis de reprogramarem. À ativação 
de genes previamente silenciosos foi detectada pela primeira vez em hetero- 
cárions de células musculares e células amnióticas?. 

Nesse estudo, para aumentar a dosagem gênica e evitar a divisão celular, 
as células musculares de camundongo foram selecionadas como o parceiro 
de fusão, uma vez que são naturalmente multinucleadas e pós-mitóticas. 
Células amnióticas humanas foram escolhidas como o outro parceiro de 
fusão, pois sua origem embrionária indicaria que estas células poderiam ser 
mais plásticas do que outros tipos celulares. Nos heterocárions resultantes, 
observou-se a diferenciação dirigida, e várias proteínas musculares humanas 
foram expressas, indicando que os genes musculares tinham sido ativados 
em células não musculares?*?”. 

Subsequentemente, heterocárions formados a partir de sincícios de 
células musculares e diversos tipos de células de camundongos, incluindo 
fibroblastos humanos (que surgem a partir da mesoderme), hepatócitos (da 
endoderme) e queratinócitos (da ectoderme), demonstraram que os genes 
musculares, anteriormente silenciosos, podem ser ativados em células repre- 
sentativas de todos os três folhetos embrionários?*?”, 

A proporção relativa dos núcleos, ou a dosagem gênica, provenientes dos 
dois tipos de células ditam a direção da reprogramação?”*%. A replicação do 
DNA não era necessária, e o status da metilação do DNA foi fundamen- 
tal para os resultados na pesquisa com heterocárions***”. A frequência e a 
cinética de reprogramação também diferem entre tipos celulares?”. Outros 
pesquisadores confirmaram que os genes anteriormente silenciosos podiam 
ser ativados em heterocárions contidos em células musculares, assim como 
também com outros tipos de células**. E este também provou ser o caso de 
outros tipos celulares. Por exemplo, genes específicos de hepatócitos e de 
eritrócitos foram ativados em núcleos derivados de fibroblasto presentes em 
heterocárions sem capacidade de se dividirem e de espécies distintas””*?. Em 
conjunto, essas experiências de heterocárions mostraram que a expressão de 
genes, previamente silenciosos, típicos de diversos tipos de células diferencia- 
das de mamíferos podia ser induzida em outros tipos de células diferenciadas, 
mesmo in vivo*!*2, Além disso, eles demonstraram que o estado diferenciado 
não era fixo e irreversível, mas, em vez disso, é continuamente regulado pelo 
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balanço de reguladores presentes em qualquer dado tempo!*2728 


nando forte evidência para a plasticidade nuclear. 


, proporcio- 


19.5.2 A indução de genes de pluripotência 
em células somáticas 


Com o advento de ferramentas moleculares melhoradas, foi então reno- 
vado o interesse em usar a fusão celular como uma abordagem para estudar 
a pluripotência e os mecanismos de regulação nela envolvidos. Para evitar 
os problemas de aneuploidia, todos os estudos de híbridos citados abaixo 
fundiram células de uma mesma espécie. 

Tada, Surani e colegas foram os primeiros a mostrar a reprogramação 
nuclear de células somáticas em híbridos proliferativos. Eles fundiram 
células germinativas embrionárias femininas, que são células-tronco pluri- 
potentes derivadas de células germinativas primordiais, com timócitos de 
camundongos adultos*. Em seguida, investigaram quais sequências de DNA 
haviam sido desmetiladas, usando enzimas de restrição sensíveis à metilação 
de DNA, e se certos genes marcados e não marcados a partir do genoma 
somático tinham sido ativados. Além disso, eles mostraram que as células 
tetraploides fundidas eram pluripotentes: as células podiam contribuir para 
os três folhetos germinativos em embriões quiméricos. 

Tada e seus colaboradores, em seguida, mostraram que as células somá- 
ticas podiam adquirir um fenótipo pluripotente depois de ser fundidas com 
células ES*. Eles fundiram células-tronco embrionárias de camundongos 
machos com timócitos de camundongos fêmea que continham um transgene 
repórter GFP (do inglês, green fluorescent protein) dirigido pelo promotor 
de Oct4 (também conhecido como Pou5f1) de camundongo, e descobriram 
que os genes no cromossomo X inativo e a construção do repórter Oct4-GFP 
dos timócitos foram reativados. 

Com células-tronco embrionárias como um parceiro de fusão, em con- 
traste com as células germinativas (descritas acima), genes marcados nas 
células tetraploides fundidas não eram desmetilados. 

Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa gerou células híbri- 
das de intersubspécies com células ES de Mus musculus domesticus e timó- 
citos de M. musculus molossinus**. Sao frequentes os polimorfismos de 
sequência de DNA entre os genomas das duas subespécies, o que permitiu 
aos investigadores monitorizar a origem do RNA e DNA de clones híbridos. 
Usando essa elegante abordagem, eles mostraram que o genoma somático 
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reprogramado em híbridos com células-tronco embrionárias torna-se hipera- 
cetilado em histonas H3 e H4, enquanto o resíduo de lisina na posição 4 da 
H3 torna-se globalmente hiperdimetilado e hipertrimetilado, uma indicação 
de que o epigenoma foi convertido para um estado pluripotente. 

Cowan e colegas estenderam tal trabalho mostrando que a reprograma- 
ção nuclear de células somáticas humanas podia ser conseguida através de 
sua fusão com células embrionárias humanas em híbridos tetraploides** em 
uma razão 1:1. Smith e colaboradores demonstraram posteriormente que, 
em camundongos, a superexpressão de Nanog, que codifica um fator de 
transcrição de pluripotência, melhorou substancialmente a reprogramação 
nuclear baseada em fusão**. Embora, em geral, tais análises de reprogra- 
mação nuclear sejam limitadas (com algumas notáveis exceções**) porque 
apenas um pequeno número de produtos gênicos podem ser distinguidos, 
essas experiências mostraram claramente que, após proliferação e seleção 
em cultura, os reguladores de pluripotência podem substituir os reguladores 
de diferenciação celular. 

Heterocárions de espécies distintas permitem estudos mais abrangentes de 
reprogramação nuclear do que a fusão de células de mesmas espécies, como 
todas as alterações de expressão gênica podem ser monitoradas com base 
nas diferenças específicas de cada espécie. Além disso, em heterocárions de 
espécies mistas a perda de cromossomos, rearranjo e aneuploidia, que con- 
fundem a interpretação dos resultados obtidos com espécies distintas (híbri- 
dos proliferativos), não ocorrem. No entanto, parecia um contrassenso usar 
heterocárions para estudar a indução de pluripotência em células somáticas, 
já que células ES dividem-se rápida e extensivamente. Portanto, parecia pro- 
vável que a indução da parada do crescimento que resulta da fusão celular 
em heterocárions, que não se dividem, conduziria a uma perda de pluripo- 
tência e diferenciação. 

Em contraste com as expectativas, resultados de dois laboratórios utili- 
zando heterocárions de espécies mistas mostraram que genes de pluripotên- 
cia, como Oct4 e Nanog, são ativados e seus promotores desmetilados no 
prazo de um dia de fusão, quando as células ES de camundongos são fundi- 
das com células B humanas ou com fibroblastos humanos*”*. 

Heterocárions são ideais para análises dos primeiros eventos moleculares 
que estão na base da reprogramação. A chave para tais análises de expressão 
gênica é a capacidade de purificar a pequena proporção de heterocárions 
na população (cerca de 1%) imediatamente após a fusão, que pode ser con- 
seguida por citometria de fluxo. Em contraste, nas experiências que foram 
realizadas até agora, os híbridos têm proliferado extensivamente e têm sido 
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selecionados com drogas antes de ser analisados, por isso não foi possível 
avaliar as primeiras mudanças na expressão gênica. À eficiência na indução 
da pluripotência depende dos tipos celulares usados para formar os hetero- 
cárions (no exemplo acima, 16% para as células Be 70% para os fibroblas- 
tos)*7**, e as diferenças no tempo de ativação gênica e desmetilação do DNA 
são observadas. Presumivelmente, essas diferenças surgem por causa da pro- 
porção de núcleos a partir das células originais, e o equilíbrio de regulado- 
res da transcrição que estão presentes ditam a extensão com que as células 
podem ser reprogramadas para a pluripotência (como visto anteriormente 
para a ativação gênica em células somáticas usando heterocárions?28º). 

A rápida taxa de reprogramação detectada em heterocárions, ao contrá- 
rio de híbridos, torna-os úteis para elucidar os mecanismos moleculares que 
são necessários para iniciar a reprogramação para o estado pluripotente, 
usando abordagens de perda e ganho de função (Figura 19.3). Por exemplo, 
quando as células ES de camundongo que perderam a expressão de Oct4 são 
fundidas para formarem heterocárions com células B humanas, as células B 
não são reprogramadas, mostrando que Oct4 é necessário para reprogramar 
para um estado pluripotente*”. Em outro exemplo, utilizando heterocárions, 
Blau e colegas elucidaram um novo papel para AID, uma enzima conhecida 
por desaminar resíduos de citosina. Eles descobriram um mecanismo ativo 
que é essencial para a desmetilação do DNA e para a indução de reprogra- 
mação nuclear de fibroblastos para a pluripotência**. 

Esses novos dados sugerem que, em vez de um mecanismo de reparo 
do DNA que possa operar em mamíferos, em que uma base metilada ou 
nucleotídeo é trocado por um não metilado, há uma enzima que promove 
a desmetilação do DNA. Esses estudos exemplificam o potencial da fusão 
de células em fornecer insights mecanísticos para os obstáculos, tais como 
desmetilação do DNA, o sucesso para a reprogramação de células somáticas 
por SCNT ou a transdução de fatores de transcrição. 

A fusão de células leva a reprogramação nuclear para um fenótipo especí- 
fico, o qual é ditado pela razão nuclear dos tipos de células fundidas em hete- 
rocárions, que não se dividem. Quando, por exemplo, as células de humanos 
e de ratos são fundidas numa relação inclinada (tal como 1:3), (a) as células 
de humanos serão, geralmente, reprogramadas para o fenótipo de células 
de rato (três exemplos são mostrados). Para descobrir quais os genes estão 
envolvidos neste processo, no início da reprogramação, Figura 19.1b, (b) o 
perfil da expressão gênica de todo o genoma específico da espécie pode ser 
realizado dentro dos três tipos de heterocárions mostrados. Assim, as trans- 
crições de genes humanos que são induzidas logo após a fusão podem ser 
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identificadas, e os efeitos de silenciar esses genes candidatos (perda de fun- 
ção) ou superexpressá-los (ganho de função) também podem ser testados. 
A função desses genes pode, então, ser validada por ensaios que avaliam 
se eles são necessários para a transferência nuclear ou para a geração de 
células iPS, ou células somáticas induzidas. Por exemplo, os ensaios podem 
testar se a expressão dos genes identificados nos heterocárions com células 
ES ou fenótipo iPSC de células — (a), centro — aumenta, ou é necessário para 
a geração de células iPS ou de reprogramação por transferência nuclear. Os 
genes identificados nos heterocárions com um fenótipo de células somáticas 
— (a), superior e inferior — podem ser testados para detectar se aumentam, ou 
são necessários para, a conversão de células iPS ou células ES para um tipo 
de célula somática em particular, ou a conversão de um tipo de célula somá- 
tica em outro tipo. Tais experimentos irão aumentar a compreensão dos 
reguladores moleculares de reprogramação nuclear e, portanto, melhorar a 
segurança e eficácia das células produzidas para fins terapêuticos. 


19.6 TRANSDUÇÃO DE FATORES DE TRANSCRIÇÃO 


A superexpressão de um único fator de transcrição em células somáticas 
induziu, de maneira inesperada para a época, ativação de genes que eram típi- 
cos de outros tipos de células somáticas em D. Melanogaster”* e, posterior- 
mente, em células de mamiíferos!º. Esta ativação de genes próprios de outros 
tipos celulares levou a mudanças notáveis no destino das células em análise. 

Mais surpreendentemente, descobriu-se que a pluripotência pode ser 
recuperada por vários tipos de células somáticas diferenciadas através da 
superexpressão de apenas quatro genes codificadores de fator de transcri- 
ção. Essas células, conhecidas como células iPS, são o exemplo mais forte da 
medida da plasticidade das células em resposta a uma ruptura na estequio- 
metria de seus reguladores transcricionais. Células iPS humanas podem ser 
usadas para gerar células para o reparo do tecido ou substituição, evitando 
as questões éticas e imunológicas que são inerentes à utilização de células ES 
(Figura 19.5). Além disso, porque tais células podem ser derivadas de células 
do próprio paciente, fornecem aos pesquisadores a capacidade de modelar 
doenças humanas e de se fazer uma vasta procura ou screenning de candi- 
datos a drogas in vitro, de uma maneira sem precedentes. Nesta seção, nós 
fornecemos uma perspectiva histórica sobre os resultados de experiências 
de transdução de fator de transcrição, que primeiramente envolveu fatores 
individuais e, em seguida, grupos de fatores. Na última década, tem sido 


Produção e Diferenciação de Células-Tronco Induzíveis 833 


demonstrado que o aumento da expressão de quatro proteínas pode repro- 
gramar uma célula somática diferenciada para se tornar célula pluripotente, 
potencialmente revolucionando a medicina e destacando a importância da 
reprogramação nuclear. 


19.6.1 Conversão de células somáticas 
de um destino para outro 


O destino de uma célula pode ser alterado pela expressão forçada de 
fatores de transcrição específicos de tecidos individuais. Gehring e colabo- 
radores foram os primeiros a demonstrar isso? em 1987: em larvas de D. 
melanogaster, a superexpressão ectópica de um gene homeótico, Antennape- 
dia, sob o controle de um promotor de gene de choque térmico, levou a uma 
mudança no plano do corpo, com um conjunto adicional de pernas sendo 
formado em vez de antenas. Ainda mais surpreendente foi a descoberta por 
Gehring’, quase uma década depois, de que a expressão ectópica de sem 
olhos (conhecido como Pax6 em camundongos), um controlador principal 
de uma cascata de mais de 2.500 genes, levou ao desenvolvimento de olhos 
funcionais sobre as pernas, asas e antenas de D. melanogaster. Em camun- 
dongos, o primeiro fator de transcrição regulador-mestre tecido-específico 
foi identificado por Weintraub e colaboradores!" em 1987. Eles descobri- 
ram que era possível induzir a conversão fenotípica da linhagem miogênica, 
expressando uma única proteína muscular hélice-alça-hélice MYOD49. A 
clonagem de Myod foi seguida de observações astutas por Taylor e Jones”, 
em 1979, que perceberam que as estruturas filamentosas em culturas de 
fibroblastos tratados com 5-azacitidina, um agente anticancerígeno de des- 
metilação, não eram contaminações por fungos, mas, em vez disso, miotubos 
sinciciais. Além disso, foi demonstrado por Graf e colegas em 2004 que a 
família de fatores de transcrição de C/EBP de camundongos tem um papel 
chave na conversão de um tipo de célula de sangue para o outro (de linfó- 
citos para macrófagos)*!, e que quando o gene que codifica para o fator de 
transcrição PAXS5 era removido de células B, essas células revertiam para um 
fenótipo de progenitores menos especializados”? *. Deve-se observar que, em 
mamíferos, a alteração da expressão de um único fator de transcrição geral- 
mente resulta no fenótipo de células somáticas mudando apenas para tipos 


* Para uma revisão abrangente de tais transdiferenciações induzidas por fatores de transcrição, ver 
Graf e Enver (2009)5. 
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de células estreitamente relacionadas, de modo que os efeitos de fatores de 
transcrição são altamente dependentes do contexto“! (Tabela 19.1). 


Tabela 19.1 Fatores de reprogramação (diferentes de Oct4, KIF4, Sox2, c-Myc) e outras moléculas que podem aumentar a eficiência 


da reprogramação ou promovê-la 


MOLÉCULA UTILIZADA 
Ácido ascórbico (ou vitamina C) 


Nanog 


REFERÊNCIA 
Stadtfeld et al., 20121% 
Silva et al., 200912 





Receptor nuclear órfűo Nr5a2 (também chamado Lrh-1) 


Receptor nuclear órfão Esrrb 


Heng et al., 2010" 
Feng et al., 20091% 





Butirato Mali et al., 2010% 
POU5FI Choi et al., 2009% 
LIN28 Choi et al., 2009" 
Tbx3 Han et al., 20107 


Grande antigeno T do virus simio 40 
ZSCAN4 
Sall4 
Rem2 GTPase 
Inibidores da histona metiltransferase G9a (p. ex. BIX-01294) 


Mali et al., 2008" 
Jiang et al., 201217? 
Tsubooka et al., 2009730 
Edel et al., 2010! 
Shi et al., 2008" 





Inibição da família let-7 de Mirna 
miR-291-3p, miR-294 e mik-295 
Família miR-200, miR-141, miR-200, e miR-429 
miR-130/301/721 
miR302/367 
miR-302b e miR-372 
Famílias miR-200c, miR-302, miR-369 





Melton et al., 2010'% 
Judson et al., 2009! 
Samavarchi-Tehrani et al., 20 101% 
Pfaff et al., 20111% 
Anokye-Danso et al., 201113 
Subramanyam et al., 20111 
Miyoshi et al., 201113 





Ativação da sinalização Wnt 


Inibidores da histona deacetilose (p. ex. ácido valproico) 


Marson et al., 2008'° 
Huangfu et al., 2008" 
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MOLÉCULA UTILIZADA REFERÊNCIA 
Inibidores da GSK3 (p. ex. CHIR99021) ass 
Proteina C/EBPo Hanna et al., 2008" 
Inibidor da via de TGFP (p. ex. SB431542) Valamehr et al., 2012" 
Inibidor da via de MEK (p. ex. PD0325901) Valomehr et al., 2012148 
Inibidor de ROCK (p. ex. Tiazovivina) Valamehr et al., 201218 
Knockdown do fator de transcrição Pax5 quando se utiliza células B Hanna et al., 200814 





Antagonistas de receptores da via de sinalização de TGFP (conjuntamente 


j 145 
com inibição da via MEK-ERK em células de humanos) Uata, 2007 


19.6.2 Conversão de células somáticas 
em células pluripotentes 


Embora as elegantes experiências de fusão de Tada, Surani e colaborado- 
res?? tenham mostrado claramente que células-tronco embrionárias e células 
germinativas embrionárias contêm fatores que podem induzir a reprogra- 
mação e pluripotência em células somáticas, as tentativas por muitos pes- 
quisadores para identificar os reguladores-mestres do estado de células ES 
falharam. Como resultado, a visão predominante até 2006 era a de que a 
reprogramação nuclear para um estado pluripotente é um processo altamente 
complexo que podia implicar a colaboração de até cem fatores. Consequen- 
temente, quando Shinya Yamanaka e colegas demonstraram***” que uma 
combinação de apenas quatro fatores de transcrição podia gerar células plu- 
ripotentes do tipo ES a partir de fibroblastos de camundongos, os resultados 
provocaram tanto excitação quanto ceticismo. Eles usaram vetores retrovi- 
rais para introduzir em fibroblastos embrionários e adultos de camundon- 
gos uma minibiblioteca de DNA complementar de 24 genes expressos por 
células ES, e estes genes foram então testados quanto à sua capacidade de 
induzir a pluripotência coletiva. À pluripotência foi determinada pelo teste 
para a ativação de uma construção de gene repórter contendo o promotor 
de Fbx15 (também conhecido como Fbxo15)**, um gene previamente iden- 
tificado como sendo específico para células ES. Os clones em que o promo- 
tor Fbx15 foi ativado produziram uma proteína repórter que os tornaram 
resistentes ao antibiótico neomicina, e esses clones resistentes ao antibiótico 
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tiveram morfologia, propriedades de crescimento e expressão gênica caracte- 
rísticas de células ES. Mais importante, após a injeção em camundongos, eles 
foram capazes de formar teratomas (tumores que incluem células de todos 
os três folhetos germinativos), indicando a sua pluripotência. 

Em vez de determinar a contribuição de cada fator isoladamente ou em 
subgrupos, os fatores foram progressivamente retirados do pool ou do con- 
junto, um de cada vez. Como resultado, os autores identificaram quatro 
fatores-chaves que foram suficientes para induzir a pluripotência em fibro- 
blastos — Oct4, Sox2, KLF4 e c-MYC -, e nomearam essas células pluri- 
potentes como células-tronco pluripotentes induzidas (do inglês induced 
pluripotent stem cells — iPSC)**. 

Devido à simplicidade do método, e porque as células iPS inicialmente 
não conseguiram produzir camundongos quiméricos adultos, muitos pes- 
quisadores tinham dúvidas sobre sua validade como células-tronco com pro- 
priedades semelhantes às células ES. 

No entanto, no prazo de um ano, dois grupos independentes de pesquisa 
mostraram que a superexpressão dos quatro fatores geraram células capazes 
de formar quimeras adultas e células germinativas funcionais*”. Estudos 
posteriores mostraram que as células iPS podem ser geradas sem a superex- 
pressão de c-MYC*!S2, Células iPS humanas foram obtidas dentro de um 
ano, induzindo a superexpressão da mesma combinação de fatores***, ou 
diferentes, mas sobrepondo os coquetéis dos fatores (Oct4, Sox2, Nanog, e 
Lin28)%. Surpreendentemente, os transgenes que codificam para os quatro 
fatores precisam estar presentes somente quando as células iPS são geradas. 

Quando estas células tornam-se estabelecidas, os transgenes retrovirais 
são silenciados, e os genes endógenos que codificam para os quatro fatores 
tornam-se ativos. Assim, a autorrenovação das células iPS e a manutenção 
de sua pluripotência resultam inteiramente na expressão endógena dos genes 
que codificam para Oct4, Sox2, KIf4 e c-MYC, sugerindo que as células iPS 
foram sujeitas à reprogramação quase completa. 


19.7 OS AVANÇOS TÉCNICOS NA GERAÇÃO DE CÉLULAS iPS 


Os quatro fatores que foram inicialmente identificados podem agora 
ser substituídos por diferentes fatores ou por certas pequenas moléculas. 
Mas a conclusão inicial — de que um conjunto de fatores é necessário — é 
válida, e alguns fatores-chave, como Oct4, não podem ser omitidos. Um 
estado de células-tronco pluripotentes já foi induzido em uma infinidade de 
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tipos de células diferenciadas, incluindo células B pancreaticas, queratinóci- 
tos, hepatócitos e células do estômago**. 

Muitos grupos utilizam adenovírus e lentivírus para a geração de iPSC 
humanas e de camundongos. Lentivírus é um ótimo vetor para a entrega 
de fatores de transcrição na reprogramação de células somáticas, devido à 
sua capacidade de infectar sem se dividir e manter a proliferação celular”. 
Para que não haja incorporação de sequência do vetor lentiviral ao genoma 
das iPSC, construções foram criadas em que cada um dos fatores inseridos 
foram separados por sequências com sinal de autoclivagem**. Além disso, a 
tecnologia Cre-Lox também foi utilizada para que a sequência integrada ao 
genoma fosse retirada através da expressão da recombinase Cre, que reco- 
nhece sítios específicos (LoxP)* (Tabela 19.2). 


Tabela 19.2 Métodos de delivery dos fatores de reprogramação 











nérono P muza o mrono 
Lentivirus Sommer et al., 200914 
mRNA Mandal Rossi, 2013! 
Vírus sendai (RNA vírus) Fusaki et al., 200914 
Camundongo reprogramável Haenebalcke et al., 2013" 
Retrovirus Mali et al., 2010'2¢ 
Plasmideo com transposon (p. ex. piggyBac) Mali et al., 2010" 
RNA autorreplicativo sintético Yoshioka et al., 2013'° 
Entrega dos fatores na forma de proteinas Kim et al., 200915 





Outro excelente veículo para a entrega de fatores de transcrição é o ade- 
novírus, pois ele não integra sua sequência ao genoma da célula infectada. 
Mas a eficiência de reprogramação das células infectadas ainda é baixa, 
o que abre caminhos para mais pesquisas em busca do aperfeiçoamento 
do processo”. 

A utilização de vetores não virais como microRNA (miRNA), RNA men- 
sageiro (mRNA) e proteínas para regular os processos celulares como ciclo 
celular, a transição epitélio mesenquimal, regulação epigenética e transporte 
vesicular também tem sido pesquisada. mRNAs foram descritos por facilitar 
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a reprogramação de fibroblastos de camundongos. Pesquisadores utilizam 
miR-302 and miR-372 para regular negativamente inibidores do ciclo celu- 
lar e aumentar a eficiência da desdiferenciação*”. A transfecção com plasmí- 
deos também é descrita, mas é uma transfecção transiente, ou seja, a expres- 
são não se mantém por longos períodos para que possa reprogramar as 
células. Com isso, a porcentagem de células modificadas é baixa. Contudo, a 
vantagem da utilização de plasmídeos se dá pela não integração no genoma 
e por ser considerado mais seguro que a utilização de vetores virais, o que 
facilitaria a sua inserção na medicina regenerativa”. 

Uma alternativa para se agregar maior eficiência na reprogramação por 
fatores de transcrição é a utilização de pequenas moléculas que vão inter- 
ferir dos processos celulares”!. Pequenas moléculas podem causar modifica- 
ções epigenéticas, como por exemplo inibir histonas deacetilases ou DNA 
metiltransferases, promovendo alterações na sinalização celular e levando à 
reprogramação de células somáticas de humanos e camundongos”!?. Utili- 
zando células progenitoras neurais, foram descobertas pequenas moléculas 
como BIX-01294, que inibe a ação da G9a, uma histona metiltranferase, 
levando à redução da expressão de Oct4 e, por consequência, facilitando a 
reprogramação celular”. 

Os vários tipos celulares são, no entanto, convertidos em um estado 
pluripotente com diferentes frequências (geralmente baixa), indicando que 
(como é o caso da transferência nuclear, heterocárion e experimentos de fator 
de transcrição único) a reprogramação é dependente do contexto, e o tipo de 
célula afeta a capacidade de se tornar uma célula iPS. Esforços têm sido dire- 
cionados para a melhoria da proporção de células transduzidas com vetores 
retrovirais. Por exemplo, a exposição a um ambiente hipóxico ou à vitamina 
C tem demonstrado um aumento na frequência de geração de células 1PS?*76. 

Além disso, interromper as vias de sinalização mediadas pelaproteína 
p53, um supressor de tumor, ou o regulador do ciclo celular INK4A, remove 
pontos de controle do ciclo celular, e as células iPS são então geradas mais 
rapidamente”. Certos microRNA também têm sido descritos como capa- 
zes de aumentar a eficiência de reprogramação*!. Além disso, as células- 
tronco ou células progenitoras parecem ser mais facilmente reprogramadas 
de modo a tornarem-se células iPS do que células mais especializados de 
uma determinada linhagem, tal como tem sido demonstrado para células 
hematopoiéticas*?. Apesar desses avanços em nossa capacidade de gerar 
células iPS, todas as células transduzidas não se tornam células 1PS. Isto é 
particularmente evidente em um estudo realizado por Wernig, Jaenisch e 
colaboradores*, que produziu camundongos transgênicos a partir de células 
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iPS estabelecidas pelo uso de vetores induzidos por doxiciclina. Quando 
os fibroblastos de camundongo foram isolados desses camundongos trans- 
gênicos regulados pela doxiciclina, a frequência de células iPS geradas a 
partir deles era cem vezes maior do que a frequência com que as células iPS 
originais eram geradas, mas ainda assim era inesperadamente baixa*”. Uma 
descoberta semelhante foi relatada com um sistema excisível de transposon 
piggyBac, que codifica para todos os quatro fatores inicialmente identifi- 
cados e é induzível pela doxiciclina**. Com base nesses resultados, muitos 
pesquisadores acreditam agora que a reprogramação durante a geração de 
células iPS implica um evento estocástico (isto é, aleatório)*>88. 

No entanto, em 2013 observou-se que é possível a obtenção de aproxi- 
madamente 100% de iPSC a partir de células somáticas de seres humanos e 
de camundongos. Logo, a aleatoriedade do processo tornou-se questionável, 
visto que a partir da depleção de Mbd3 — proteína membro do complexo 
repressor Mbd3/NuRD (complexo cuja função é de deacetilação e remodela- 
gem de nucleossomas) — conjugada à transdução das células com os fatores 
de reprogramação Oct4, Sox2, KIf4 e Myc, foi possível obter-se rendimento 
quase total de obtenção de células iPS de maneira sincronizada”. 


19.8 MUDANDO A ABORDAGEM 


A abordagem de múltiplos fatores para a reprogramação que é utilizada 
para gerar células iPS levou a um deslocamento da tentativa de identificar e 
utilizar um único fator de transcrição de regulação “mestre” para a utiliza- 
ção de vários fatores na reprogramação de destino de células de mamífero. 
Usando os princípios e abordagem experimental que Shinya Yamanaka e 
seus colaboradores determinaram para a geração de células iPS, dois grupos 
de pesquisa (liderados por Melton e por Wernig) têm decifrado as contri- 
buições individuais de uma panóplia de fatores de transcrição, identificando 
três que podem converter um tipo de celula em outro (fatores que podem 
converter, por exemplo, células exócrinas em células endócrinas produtoras 
de insulina in vivo e fibroblastos em neurônios excitatórios in vitro )*S*º. 

Muitos grupos, incluindo o nosso, já estão tentando resolver um grande 
número de fatores de transcrição e identificar conjuntos que podem ser uti- 
lizados para converter um tipo de célula somática para outro tipo ou para 
uma célula progenitora ou célula-tronco que possa ser usada para regene- 
rar um tecido. Além disso, a análise de heterocárions de espécies mistas 
pode ajudar a descobrir genes e mecanismos envolvidos não esperados ou 
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não identificados envolvidos na reprogramação a partir de estados está- 
veis diferenciados para um estado pluripotente ou na direção contrária”! 
(Figura 19.3). 

Ganhar uma melhor compreensão do processo de reprogramação e como 
a memória epigenética é estabelecida poderia reduzir as chances de geração 
de células tumorais e, portanto, aumentar a utilidade das células iPS, pro- 
porcionando fontes mais seguras para a terapia celular no futuro. 


19.9 UMA QUESTÃO DE ÉTICA: ESTÍMULOS EXTERNOS 
FORAM REFUTADOS COMO REPROGRAMADORES DE 
CELULAS DIFERENCIADAS PARA A PLURIPOTENCIA 


Em 2006, Takahashi e Yamanaka, da Universidade de Kyoto, Japão, indu- 
ziram células-tronco pluripotentes (células indiferenciadas com propriedade 
de autorrenovação e potencial de diferenciação em todos os tipos celulares 
do corpo de mamíferos) a partir de cultura de fibroblastos (células estrutu- 
rais do tecido) por meio da adição de fatores de transcrição KIf4, c-MYC, 
Oct4 e Sox2 (proteínas que se ligam ao material genético da célula e estimu- 
lam a expressão ou ativação da produção de genes). Até recentemente, além 
dessa metodologia, a reversão do estado de células diferenciadas de animais 
para pluripotentes baseava-se na transferência ou manipulação genética/ 
física do núcleo. 

Entretanto, as células diferenciadas de plantas, quando expostas a estí- 
mulos externos, sem nenhum tipo de intervenção ou reprogramação do 
núcleo, eram capazes de se tornarem células com potencial de formarem 
toda a estrutura da planta, incluindo caules e raízes. Observando tal fato, 
Obokata e colaboradores, pesquisadores das Universidades de Kobe, no 
Japão, e de Massachusetts, Estados Unidos, decidiram avaliar se células 
diferenciadas de animais também adquiriam tal potencial quando expostas 
a condições especiais. Para tal abordagem, os autores do artigo utilizaram 
células (que eram os linfócitos do baço) positivas para o marcador fenotí- 
pico CD45 (proteína de superfície da célula) e avaliaram se essas células 
adquiriam pluripotência ao sofrerem perturbações químicas simples em seu 
ambiente externo, tão simples como a mudança de pH, isto é, de um meio 
neutro, básico, para um meio ácido. 

Os pesquisadores batizaram a técnica de reprogramação de STAP (do 
inglês stimulus-triggered acquisition of pluripotency), ou seja, aquisição de 
pluripotência induzida por estímulos. 
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Figura 19.4 Permanência de pluripotência de células-tronco embrionárias. Modificado de Nuclear reprogramming to a pluripotent state 
by three approaches. 
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Figura 19.5 Potencial terapêutico de iPSC. Fibroblastos da derme de pacientes com uma determinada doença podem ser usados para 
derivar iPSC. iPSC derivadas de doenças específicas que posteriormente são diferenciadas em um tipo celular desejado podem ser usadas 
como uma ferramenta para modelar doenças e terapias. Adicionalmente, iPSC específicas de pacientes com doenças genéticas causadas por 
mutações desconhecidas podem ser corrigidas através de uma modificação prévia no gene mutado. Depois, as iPSC corrigidas para o gene 
defeituoso são induzidas a se diferenciarem na célula desejada in vitro e, posteriormente, podem ser usadas para transplante no paciente. 
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Em 15 de fevereiro de 2014, o Centro Riken, onde Obokata conduzia 
seus estudos sobre células-tronco, anunciou que uma investigação fora 
aberta para se averiguar irregularidades supostamente encontradas nos dois 
artigos publicados na revista Nature no mês anterior?>?. As alegações ques- 
tionaram o uso de imagens aparentemente duplicadas nos jornais, e denun- 
ciaram a falta de reprodução de seus resultados em outros laboratórios de 
células-tronco de destaque. À revista Nature também anunciou que estava 
investigando o caso. Vários cientistas de células-tronco defenderam Obokata 
ou reservaram sua opinião enquanto a investigação estava em curso?*. Para 
resolver o problema da reprodutibilidade em outros laboratórios, Obokata 
publicou algumas “dicas” técnicas sobre os protocolos em 5 de março, pro- 
metendo que o procedimento detalhado seria publicado oportunamente”. 
No entanto, em 11 de março, Teruhiko Wakayama, um dos coautores dos 
dois artigos, pediu a todos os pesquisadores envolvidos que retirassem os 
artigos, citando muitos pontos questionáveis”. Charles Vacanti, da Harvard 
Medical School, norte-americano coautor dos artigos sobre pesquisas com 
células STAP, supostamente inovadoras disse que se opõe a sua retratação. 
Ele postou detalhes sobre como criar células STAP no próprio website de 
seu laboratório *. 

Em 14 de março de 2014, o Centro Riken lançou um relatório intercalar 
da investigação. Dos seis itens que estavam sendo investigados, o comitê 
concluiu que houve manipulação inadequada dos dados em dois, mas não 
julgou o mau uso como má conduta de pesquisa. A investigação conti- 
nuava para os outros quatro elementos”. Em 1º de abril, RIKEN concluiu 
que Obokata havia se envolvido em "má conduta de pesquisa", falsificando 
dados em duas ocasiões. Os co-autores não foram declarados como tendo, 
também, má conduta, mas foram responsabilizados por "grave responsabi- 
lidade" por não verificar os dados por si mesmos. RIKEN anunciou também 
que um grupo interno tinha sido estabelecido para verificar se a "aquisição 
de pluripotência ativada por estímulos" era reprodutível. Obokata manteve 
a sua inocência e disse que iria recorrer da decisão. Em 4 de Junho de 2014, 
Obokata concordou em retirar ambos os artigos. Que foram oficialmente 
retratados em 2 de julho de 2014. Um artigo analisando a controvérsia 
concluiu que, embora as questões de manipulação de imagens, duplicação 
e plágio eram potencialmente detectáveis, os revisores não teriam podido 


* Ver https://research.bwhanesthesia.org/site_assets/51520d191eea667 9ce000001/cterm/Refined_ 
STAP_protocol-9a685fc86fecSca8 57ad 5 8ae75462d07.pdf. 
** Ver http://www.riken.jp/en/pr/press/2014/20140314 1/. 
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concluir que o artigo era o produto de má conduta acadêmica antes de seu 
aceite. 

Na esteira da controvérsia, observadores, jornalistas e ex-membros do 
RIKEN afirmaram que a organização está repleta de rigor científico e pro- 
fissional inadequados e com falta de consistência, e que este é o reflexo de 
problemas sérios com a pesquisa científica no Japão em geral. 

RIKEN encomendou uma equipe de cientistas para tentar verificar os 
resultados originais de Obokata e pediu Obokata a participar no esforço. Em 
5 de agosto de 2014, o orientador e co-autor do artigo original de Obokata, 
Yoshiki Sasai, foi encontrado morto por aparente suicídio por enforcamento 
em um edifício na instalação RIKEN em Kobe, Japão. 


19.10 iPSC E ESC SÃO CÉLULAS DIFERENTES? 


Do ano de 2006, quando Takahashi e Yamanaka obtiveram iPSC a partir 
de fibroblastos de camundongos”, até o ano de 2009, vários trabalhos cien- 
tíficos relataram a semelhança existente entre iPSC e ESC (ver Quadro 19.1). 

Porém, em 2009, vários trabalhos foram publicados relatando as diferen- 
ças entre essas células. Uma assinatura de expressão gênica recorrente em 
iPSC, independentemente de sua origem ou método de geração, foi identifi- 
cada por Chin e colaboradores. Essa diferente expressão manifesta-se inclu- 
sive em regiões não codificantes do DNA, resultando em expressão dife- 
renciada de miRNAs. Comparando-se iPSC e ESC humanas (células-tronco 
de pluripotência induzida humanas — hiPSC e células-tronco embrionárias 
humanas — hESC) relatou-se, por exemplo, que o gene hsa-miR-371-Sp esta 
3,85 vezes mais expresso em hESC, e que o hsa-miR-100 está 2,38 vezes 
mais expresso nas hiPSC. Após cultura prolongada, no entanto, observou-se 
que essas células vão progressivamente se assemelhando mais, o que levou 
Chin e colaboradores a proporem que essas sejam subtipos de células pluri- 
potentes’. Marchetto e colaboradores também relataram em 2009 que iPSC 
geradas a partir de células-tronco neurais de camundongos, por plasmídeos 
epissomais como carreadores das sequências dos fatores de reprogramação, 
também diferem das ESC obtidas da mesma espécie. Existem diferenças sig- 
nificativas entre os perfis transcricionais de ambas, que não se devem à 
inserção randômica de sequências no genoma por vetores virais (visto que 
estes não foram usados neste trabalho); as iPSC retêm consigo memória em 
expressão de genes relativa à sua célula de origem”. Essa expressão gênica 
persistente de genes da célula doadora (da qual se obteve a iPSC) em iPSC 
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foi também observada por Ghosh e colegas. Segundo eles, há similaridade 
entre os níveis de expressão de genes entre a célula doadora e sua iPSC, e a 
geração desta por reprogramação não desdiferencia a célula somática com- 
pletamente a um estado de célula ES!ºº. 

No mesmo ano, Choi e colegas demonstraram que o potencial de diferen- 
ciação de hESC e hiPSC em células hematopoiéticas e endoteliais, apesar de 
similar, não é o mesmo!'!, Karumbayaram e colaboradores, que conseguiram 
pela primeira vez demonstrar que neurônios motores derivados de hiPSC 
apresentam atividade elétrica, também fizeram menção às diferenças existen- 
tes entre essas células e as hESC no que tange à capacidade de diferenciação 
em neurônios motores, sendo que hiPSC apresentam menor eficiência ao 
fazê-lo !º2, 

Com relação à metilação do DNA, Deng e colaboradores, pioneiramente, 
identificaram diferença na metilação entre iPSC e suas células doadoras 
(fibroblastos), e entre iPSC e ESC. Em relação à célula doadora, encontra- 
ram-se 288 regiões diferentemente metiladas, e a metilação em citosinas foi 
mais prevalente em iPSC. Com relação às ESC, iPSC apresentaram-se mais 
metiladas!º, No mesmo ano, Doi e colaboradores também relataram dife- 
rença em metilação de genes entre iPSC e ESC. 

Em 2010, Hu e colaboradores testaram o potencial de diferenciação neu- 
ral de diferentes clones de iPSC e ESC. Perceberam, então, que iPSC exibiam 
eficácia mais baixa de diferenciação (eficácia máxima de cerca de 50%, 
contra os cerca de 90% das ESC)!°. 

No ano seguinte a tal publicação, Lister e colegas, analisando cinco clo- 
nes de iPSC humanas, relataram que essas células possuem variabilidade 
significativa na reprogramação, a memória somática, previamente relatada e 
acima mencionada, e reprogramação aberrante de metilação (principalmente 
próximo aos centrômeros e telômeros), além de diferenças em modificações 
nas histonas!º, 

Em 2012, Sepac e colaboradores compararam a capacidade de hESC e 
hiPSC de se diferenciarem em cardiomiócitos capazes de contração rítmica 
por um mesmo protocolo de cultura em meio definido com activina-A e 
BMP4. Apesar de ambos os tipos celulares terem sido capazes de expres- 
sar marcadores de cardiomiócitos, iPSC apresentaram menor formação 
de estrias e contratibilidade rítmica, exibindo, assim, pobre diferenciação 
terminal. 

Em 2013, Huang e colaboradores publicaram um estudo da capacidade 
de endereçamento (ou homing) de hiPSC obtidas a partir de células endo- 
teliais. Diferentemente de células endoteliais obtidas a partir de ESC de 
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camundongos, as obtidas de hiPSC não foram capazes de se direcionar à 
região de isquemia nos membros superiores de camundongos. No entanto, 
os autores não atribuíram essa diferença diretamente ao fato de se utilizar 
iPSC ou ESC como fonte de diferenciação de células endoteliais. Mencio- 
naram que, embora isso seja possível, também pode ter sido causado por 
dificuldades de comunicação celular interespecífica, visto que as ESC eram 
de murinos, que foram utilizados como animais de experimentação no tra- 
balho, diferentemente das iPSC, que eram de origem humana! 

Outros trabalhos também já foram publicados sugerindo que as conside- 
radas diferenças apontadas por pesquisadores entre iPSC e ESC possam se 
dever, na verdade, a, por exemplo, diferenças de protocolo utilizado (dife- 
renças na indução de diferenciação ou condições de cultura, por exemplo) 
ou à utilização de pouco número de clones celulares para avaliação. No 
que tange ao protocolo, por exemplo, as diferenças no contexto microam- 
biental in vitro durante os experimentos foram analisadas por Newman e 
Cooper, através dos resultados de microarranjo de sete laboratórios diferen- 
tes. Encontrou-se correlação forte entre assinaturas de expressão gênica e 
um determinado laboratório; cerca de 33% dos genes com expressão labo- 
ratório-específica eram diferentemente expressos entre ESC e iPSC!º”. Com 
relação ao número de clones, a tendência observada por Yamanaka é a de 
que autores tendem a descrever diferenças notáveis entre iPSC e ESC quando 
trabalham com um baixo número de clones dessas células (entre 2 e12); no 
entanto, quando se elevam esses valores para cerca de 12 a 68 clones, relata- 
se a dificuldade de se distinguir esses tipos celulares — visto que existem, 
inclusive, variações entre clones de um mesmo tipo celular (entre iPSC ou 
entre ESC)!?°, 

Boulting e colaboradores, utilizando dezesseis clones de iPSC, obtidas de 
sete indivíduos diferentes, observaram, em dois laboratórios independentes, 
a diferenciação destas em neurônios motores funcionais (similarmente ao 
que ocorre com as ESC induzidas à diferenciação)!'!. 

Logo, existem clones de iPSC que são indistinguiveis de alguns clones de 
ESC, e outros que se diferenciam destes. Essa diferença pode ser induzida, 
por exemplo, por perda de marcação (imprinting) em grupo (cluster) gênico. 
Em células de camundongos, a perda de imprinting do cluster Dlk1-Dio3 
no cromossomo 12 acarretou prejuízo nas propriedades de iPSC durante os 
estudos de Stadtfeld e colaboradores!!2. Essa perda de imprinting, por sua 
vez, pode ser acarretada por diferente ordem dos fatores de reprogramação 
no cassete de expressão (que conduz a diferentes níveis de expressão dos 
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fatores), assim como pelas condições de cultura das células durante a repro- 
gramação, dentre outras variáveis durante a execução do protocolo. 





Quadro 19.1 Por que iPSC e ESC são tão semelhantes? 


Shinya Yamanaka, que participou da geração pioneira de iPSC a partir de células somáticas, respondeu a esta pergunta 
de maneira bastante interessante. Em seu artigo intitulado “Induced Pluripotent Stem Cells: Past, Present, and Future”, 
o ganhador do Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2012 fez uma reflexão e sugeriu que talvez ao comparar 
ESC com iPSC não se estivesse comparando uma célula que naturalmente existe no organismo e uma célula feita 
por humanos, respectivamente. É possível que o estado celular em que se reconhece uma célula como ESC seja uma 
consequência das condições específicas das células da massa celular interna (inner cell mass — ICM) do blastocisto. 
Ou seja, é possível que as ESC também sejam células feitas por seres humanos e não existam como tal em condições 
fisiológicas no organismo. Logo, ao compará-las com as iPSC, estaríamos comparando duas células feitas por humanos 
em condições padronizados de cultura semelhantes — o que contribuiria para a similaridade encontrada entre elas!"º, 


19.11 A BARREIRA DA REPROGRAMAÇÃO INCOMPLETA: 
UMA AMEAÇA A UTILIZAÇÃO DE iPSC? 


Como mencionado acima, a reprogramação de células somáticas em iPSC 
pode resultar em um processo incompleto, acarretando como resultado 
célula com, por exemplo, variações na expressão de genes e padrão de meti- 
lação diferente das ESC. 

Soma-se a isso o fato de ser ainda possível a ocorrência de mutações, 
conhecidas como mutações associadas à reprogramação. Ou seja, iPSC não 
apresentam mutações apenas quando as mantêm de uma célula de origem já 
mutada. Mutações podem ocorrer tanto durante a reprogramação quando 
após esta, quando as células iniciam sua proliferação. Gore e colaboradores 
analisaram 22 clones de hiPSC de diferentes laboratórios (ao todo, cinco 
diferentes métodos de reprogramação) e reportaram que estas continham 
mutações resultando em diferentes sequências de aminoácidos nas proteínas 
(mutações não sinônimas); tais mutações se apresentavam em maior número 
em genes relacionados ao cancer!!’. 

Relatou-se, ainda em 2011, que a variação em número de cópias (copy 
number variation — CNV) das iPSC é distinta da observada em seus fibro- 
blastos de origem e em ESC. Mais CNVs ocorrem em iPSC em passagens 
iniciais, gerando mosaicismo nestas!!*, Análises de polimorfismo de nucleo- 
tídeo único (single nucleotide polymorphism — SNP) indicou alta frequência 
de CNV subcromossomal. Enquanto em hESC havia alto número de dupli- 
cações, mas em poucas amostras, em hiPSC encontrou-se número moderado 
de deleções, porém em várias amostras. As deleções em hiPSC, em grande 
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parte de genes supressores tumorais, foram associadas então ao processo de 
reprogramação!!S. 

Quanto à reação do organismo às iPSC, também existem na literatura 
trabalhos que demonstram imunogenicidade a estas. Camundongos B6, 
quando receberam iPSCs produzidas por meio de retrovírus, obtidas a par- 
tir de fibroblastos embriônicos deste mesmo camundongo, rejeitaram os 
teratomas formados por estas iPSCs, diferentemente dos gerados a partir 
de ESC, que não foram rejeitados. As 1iPSC geradas de maneira epissomal 
(não integrativa no genoma) tiveram a maioria de seus teratomas rejeitados 
com infiltração de células T e dano tecidual. Análises de expressão gênica 
apontaram expressão anormal de genes responsáveis pela imunogenicidade 
observada!!*. Seriam então esses relatos uma ameaça à utilização das iPSC 
em aplicações clínicas? 

Ao contrário dos relatos mencionados, existem outros trabalhos que 
apontam para uma possível aplicação segura das iPSC, sem a ocorrência 
dos problemas relatados. No próprio trabalho de Hussein e colaboradores, 
inclusive, já havia indícios de que iPSC, apesar de apresentarem as CNV 
devido à reprogramação, tendiam a selecionar seu crescimento em cultura 
contra essas células mutadas. Quando foram comparados os resultados de 
células em passagens iniciais com células em passagens intermediárias, per- 
cebeu-se que as células não mutadas prevaleciam, ficando a cultura cada vez 
mais semelhante à de ESC!!*. 

Abyzoy e colaboradores desenvolveram um importante trabalho em 2012 
com análise de genoma completo e transcriptoma de vinte clones de iPSC 
oriundas de sete diferentes indivíduos. Relataram que, em média, duas CNV 
estavam presentes por clone de iPSC, metade delas variantes genômicas (de 
mosaicismo somático em pele humana), já previamente presentes nos fibro- 
blastos (não originadas com CNV de novo durante a reprogramação)''”. 

Araki e colaboradores avaliaram a imunogenicidade de tecidos de medula 
óssea e pele diferenciados a partir de dez clones de iPSC de camundongos, 
comparando-os com os oriundos de sete clones de ESC. Não foram encon- 
tradas diferenças na taxa de sucesso dos transplantes, com resposta imune 
limitada ou ausente para ambas as células’. 

Thanasegaran e colaboradores observaram que a injeção de iPSC de 
camundongos em animais C57BL/6 foi capaz de produzir teratoma e não 
houve rejeição. As iPSC e células mieloides delas diferenciadas inseridas 
em scaffold poroso 3D, quando transplantadas em camundongos C57BL/6, 
foram capazes de rápida proliferação, aumentando a densidade de células e 
sem imunogenicidade detectada!”. 
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Liu e colaboradores observaram imunogenicidade baixa ao inserir células 
progenitoras neurais derivadas de iPSC, que, por sua vez, eram derivadas de 
fibroblastos de pele e células mesenquimais do cordão umbilical, em cultura 
com células mononucleares de sangue periférico. Essa baixa imunogenici- 
dade foi ainda menor para células diferenciadas de iPSC de células mesen- 
quimais do cordão umbilical!?. 

Rais e colaboradores, por sua vez, obtiveram reprogramação sincroni- 
zada e determinista de células somáticas de camundongos e humanos em 
iPSC, em 2013. Além de utilizar transdução com fatores de reprogramação, 
também depletaram a proteína Mbd3 (como previamente mencionado neste 
capítulo), e apresentaram em seu trabalho uma nova metodologia para se 
evitar a reprogramação incompleta e com baixa taxa de sucesso*”. 

Logo, os trabalhos que vêm sendo recentemente publicados acerca 
de características das iPSC são um convite à reavaliação dos trabalhos 
anteriormente publicados apontando diferenças entre iPSC e ESC capazes 
de impossibilitar aplicações clínicas das primeiras!?!. Os novos resultados 
sugerem que iPSC possam vir, sim, a ser futuramente utilizadas em medicina 
regenerativa. No entanto, é necessário que sejam previamente mais profun- 
damente estudadas e avaliadas para tal fim. 


19.12 CONDIÇÕES DE CULTURA DE CÉLULAS 
PARA REPROGRAMAÇÃO CELULAR 


As condições de culturas das células para realização da reprogramação 
são de extrema importância para a obtenção de sucesso. As condições óti- 
mas para a realização da técnica variam de acordo com o método escolhido 
para reprogramação, sendo a composição do meio de cultura a principal 
variável a se ajustar. 

Inicialmente, os ajustes das condições de cultura para obtenção de iPSC e 
sua posterior proliferação eram realizados de acordo com o que se observava 
para as ESC; diferentes protocolos de propagação das ESC foram, inclusive, 
comparados por iniciativa do The International Stem Cell Initiative Consor- 
tium em busca das condições otimizadas”. Posteriormente, trabalhos foram 
publicados buscando otimizar as condições para iPSC oriundas de diferentes 
fontes por diferentes metodologias (ver Tabela 19.1 na qual estão listadas 
algumas moléculas úteis, que, quando adicionadas durante a cultura, podem 
aumentar a eficiência da reprogramação, auxiliando sua promoção). 
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Chen e colaboradores obtiveram iPSC por meio do uso de retrovírus em 
meio de cultura otimizado. Este consistia em meio de Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM) com alta percentagem de glicose suplementado com 10% 
do reagente comercial KnockOut™ Serum Replacement, N2, L-glutamina, 
aminoácidos não essenciais, penicilina/estreptomicina, LIF e FGF'!*. 

Sun e colaboradores reprogramaram células-tronco adiposas de huma- 
nos adultos utilizando lentivírus e cultivaram e mantiveram as iPSC gera- 
das de duas maneiras eficientes!**: em camada alimentadora de fibroblasto 
de embrião de camundongo e em frascos de cultura revestidos de Matrigel 
usando-se o meio comercial mTESR-1. 

Koide e colaboradores, por sua vez, estabeleceram condições ótimas de 
cultura para geração de iPSC via células HEK293, utilizando-se a trans- 
fecção de vetor de expressão do microRNA-302s. Para isso, fez-se uso de 
camada alimentadora de fibroblasto de embrião de camundongo irradiada e 
meio comercial N2B27 sem soro fetal bovino!”. 

Zhao e colaboradores, utilizando meio comercial Knock Out™ DMEM 
suplementado com 20% de KnockOut™ Serum Replacement (também 
comercial), foram capazes de gerar iPSC de alta pluripoténcia (utilizando 
retrovírus), capazes de originar posteriormente camundongos!**. 

Chen e colaboradores divulgaram condições quimicamente definidas para 
obter-se iPSC de maneira epissomal (livre de vetores virais e de integração 
no genoma celular). Propuseram o meio E8 e cultura e superfícies revestidas 
de vitronectina. Esse meio é isento de albumina sérica bovina (bovine serum 
albumin — BSA) e B-mercaptoetanol (BME), sendo composto de DMEM/F 12, 
magnésio, L-ácido ascórbico-2-fosfato, seleneto de sódio, FGF2, insulina, 
NaHCO,  transferrina, TGFB12 ou NODAL, com pH 7,4". 

Valamehr e colaboradores, utilizaram, além de DMEM com 10% de 
soro fetal bovino, glutamax e aminoácidos não essenciais, um coquetel cha- 
mado SMC4, com quatro inibidores (um para MEK, um para GSK, um para 
ROCK e outro para TGFB), que foi adicionado após confluência (quatro a 
seis dias)! (ver Tabela 19.1 para mais exemplos de trabalhos que utiliza- 
ram, junto ao meio de cultura, outras moléculas para atuarem auxiliando a 
reprogramação nuclear). 

Além da composição de meios de cultura, a tensão de oxigênio também 
influencia a eficiência de geração das iPSC. Legner e colaboradores demons- 
traram que a hipóxia favorece a geração dessas células em cultura!**. 
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19.13 COMO IDENTIFICAR CÉLULAS REPROGRAMADAS? 


A identificação de células reprogramadas com sucesso na cultura, é passo 
crucial na obtenção de iPSC. Uma das metodologias utilizadas para tanto é 
a marcação de células vivas com o anticorpo TRA-1-60 (que também marca 
hESC)'”. Os anticorpos, primário e secundário, são misturados e colocados 
sobre as células após remoção do meio de cultura. Após incubação por cerca 
de uma hora a 37 “Ce 5% de CO,, a solução é removida, e após lavagem 
das células com PBS, adiciona-se meio de cultura fresco. Segue-se a análise 
em microscópio de fluorescência, na qual as células aparecem fluorescentes. 
Dessa maneira, as colônias fluorescentes podem ser selecionadas para um 
novo cultivo a fim de serem submetidas a análises por outros marcadores de 
pluripotência!*. 

À marcação de pluripotência pode ser feita utilizando outros marcadores, 
como TRA-1-81/, SSEA4!S, SSEA3!º, DNMT3B!S!, REX1'*!, CD326'%, 
CD30!2, NANOG!* e OCT4!* em células fixadas e, em geral, combi- 
nando-se mais de um marcador por vez (p. ex. SSEA4 e TRA-1-81'*°, CD30, 
SSEA4 e TRA-1-811%2 e SSEA4 e TRA-1-601%). É ainda comum a realização 
de cariótipo das células obtidas, análise de expressão gênica via RNA 
extraído das células!*?, análise de integração genômica!*, determinação de 
número de cópias no DNA extraído por PCR'!*!*º. realização de Southern 
Blot com sondas para fatores de reprogramação!*?, análise de metilação 
dos promotores OCT4 e NANOG?!*!, formação de corpo embrioide!*? e de 
teratoma! 159.161, 

A formação de corpo embrioide é avaliada após cerca de duas semanas 
por meio da geração de estruturas císticas na cultura. Estes são então dis- 
persados e transferidos à placa recoberta de gelatina por cerca de dois dias, 
depois dos quais é possível fixar e corar as células típicas dos três folhetos 
embrionários e do trofoectoderma. Para isso, podem-se utilizar anticorpos 
primários, como para a-fetoproteina, actina de musculatura lisa, Alexa Fluor 
555-conjugado à B-tubulina classe III'’. 

A formação de teratoma é avaliada após a injeção das células de forma 
intramuscular na pata traseira de camundongos imunodeficientes. Em cerca 
de dois a três meses, em média, costuma ser possível a detecção de tumores 
apalpáveis!*. Pode-se ainda introduzir as células na cápsula renal e testí- 
culo de camundongos Beige SCID'*, ou injeta-las de forma subcutânea em 
camundongos NOD-SCID //2rg-null'®. 

Logo, a caracterização de iPSC é uma etapa demorada que pode durar 
meses; porém, é essencial que seja realizada para que se obtenha células 


Produção e Diferenciação de Células-Tronco Induzíveis 851 


com reprogramação completa, distinguindo-as de clones com reprograma- 
ção parcial. 


19.14 EXPANSÃO DAS iPSC 


Os processos de expansão utilizados para a produção de uma colônia de 
iPSC são semelhantes aos de células-tronco embrionárias e, por mais que as 
ferramentas moleculares tenham evoluido para a geração dessas células, os 
métodos de expansão não acompanharam esse avanço!*16, 

Os protocolos atuais dependem que as células em reprogramação façam 
sua adesão para propagarem, além do fato de ainda serem utilizados 
microambientes que possuem componentes de origem animal, aumentando, 
assim, o risco de contaminação das células em indução 197, As iPSC deriva- 
das de células somáticas necessitam de componentes de matriz extracelular 
para se aderirem e de células alimentadoras para seu processo de expan- 
são. Assim, as células-tronco ficam mais propensas à variabilidade, além do 
fato de exigirem uma etapa de separação das células induzidas e das células 
alimentadoras!S197, 

Nas culturas de células iPS, o processo de expansão ocorre por meio 
de passagens seriadas. Em camundongos, as colônias conseguem resistir a 
partir de uma única célula e possuem rápida proliferação, pois o processo 
de passagem se dá por meio enzimático. Entretanto, em humanos as pri- 
meiras passagens devem ser realizadas por processos mecânicos, e só após 
várias passagens pode-se utilizar o processo enzimático, além do fato de 
tais colônias não resistirem a partir de uma única célula!'º?. Em ambas as 
culturas deve-se remover continuamente estruturas diferenciadas, visto que 
tais células são propensas a se diferenciarem nas primeiras passagens!*. 

Uma alternativa ao tipo de cultura mencionado acima seria a cultura 
suspensa, em que as células que seriam expandidas e mantidas flutuariam 
na ausência de células alimentadoras. Pesquisadores têm demonstrado que 
células-tronco embrionárias humanas e de camundongos foram ampliadas e 
mantidas com seus estados de pluripotência nesse tipo de cultura !%!9º. entre- 
tanto, as culturas em suspensão requerem uma série maior de dissociações e 
agregações que limitam o processo de eficiência e rendimento das células!” 

Fluri e colaboradores realizaram um trabalho no qual derivaram células- 
tronco pluripotentes induzidas a partir de células somáticas de camundongos 
utilizando cultura em suspensão livre de substratos de tecido, soro ou cama- 
das de suporte com células alimentadoras. Compararam as características 
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das células induzidas em suspensão com uma cultura convencional, depen- 
dente de aderência, e observaram que as características funcionais, os mar- 
cadores de pluripotência e o perfil de expressão genética geral foram seme- 
lhantes nos dois tipos de cultura!%”. Esse trabalho exemplifica um avanço na 
metodologia de expansão das células iPS, contribuindo para contornar as 
limitações que restrigem o potencial dessas células a favor da ciência e da 
sociedade. 


19.15 CARACTERIZAÇÃO E EFICIÊNCIA 
DE INDUCAO DAS CELULAS iPS 


Durante e após o processo de expansão das células-tronco induzidas, 
é necessário verificar se tais células apresentam características funcionais, 
morfológicas e moleculares semelhantes às células-tronco, pois a derivação 
das células por meio de uma reprogramação mal sucedida pode produzir 
estruturas que não correspondem ao perfil de uma iPSC. 

Entretanto, com a possibilidade de inúmeros ensaios disponibilizados 
para a demonstração de pluripotência, há uma quantidade mínima de crité- 
rios a serem alcançados para se certificar que a derivação de uma iPSC foi 
concluída com sucesso. O primeiro consiste na independência do transgene, 
ou seja, a célula induzida deve ser capaz de produzir os produtos dos genes 
de pluripotência, manter sua capacidade proliferativa e de diferenciação 
independente da necessidade de mais transgenes serem entregues às célu- 
las. Além disso, como segunda condição, a célula deve expressar em maior 
quantidade esses genes de pluripotência, ao mesmo tempo que regula para 
um nível menor de expressão os genes específicos da linhagem da célula de 
origem. O terceiro critério consiste em apresentar todos os atributos morfo- 
lógicos, incluindo a capacidade ilimitada de autorrenovação. À quarta con- 
dição compreende um teste de rigor aceitável para averiguar a diferenciação 
funcional!®, 

Como condição do critério de diferenciação funcional, as iPSC devem 
apresentar a capacidade de se diferenciar em linhagens derivadas dos três 
tipos de folhetos embrionários. Entretanto, o teste de rigor para utilização 
com células humanas ou de camundongos é diferente. Neste último, as célu- 
las devem ser capazes de formar células germinais que, quando transferidas, 
podem originar descendentes por um processo conhecido como transmissão 
germinal'%. Já em humanos, uma análise histológica e imuno-histoquímica 
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confirmaria as estruturas derivadas das camadas germinativas, por meio de 
uma técnica que utiliza formação de teratomas!?. 

Outra importante questão envolve a possibilidade das células cultivadas 
por um longo período de tempo adquirirem cariótipos anormais, sendo inte- 
ressante testar as células com relação a lesões genéticas!®!”!. 

Em nível molecular, as iPSC devem apresentar reativação do cromossomo 
X feminino, conter modificações opostas sobrepostas de histonas em genes 
com domínios bivalentes, conter antígenos específicos de células-tronco 
embrionárias, expressar telomerase; os promotores dos genes de pluripo- 
tência devem estar desmetilados e deve ocorrer aumento da expressão de 
proteínas de genes de pluripotência de forma independente da expressão do 
transgene!6172-174, 

A criação de uma padronização dos métodos de avaliação da eficiência em 
produzir células-tronco pluripotentes induzidas permitiria uma comparação 
e interpretação dos experimentos diversos. Maherali e colaboradores propu- 
seram em seu trabalho medidas que evitariam as discrepâncias encontradas 
nas medidas de eficiência dos artigos. Os autores defendem a quantificação 
do número de células que expressam todos os fatores em vez do número de 
células que incorporaram os fatores (porém, sem expressão destes), a elabo- 
ração de um método de identificação e quantificação de colônias de iPSC, a 
inclusão de uma contagem de células ou revestimento de uma única célula e 
eliminação da contagem de clones irmãs de placas de única célula!Sº. 

Esses procedimentos executados e todas as abordagens envolvendo o 
estudo das células induzidas permitiria a interpretação dos procedimentos 
para otimização das técnicas de reprogramação e derivação. 


19.16 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


Uma grande dificuldade da pesquisa é a possibilidade de criar modelos 
animais para reproduzirem doenças que acometem seres humanos, devido 
às diferenças genômicas entre esses animais e a restrição fisiopatológica 
humana!?!?, Porém, o estudo com células iPS proporcionaria a oportuni- 
dade do estudo da patogênese in vitro, visto que as células-tronco pluripo- 
tentes induzidas são produzidas a partir de células somáticas paciente-es- 
pecíficas e, por isso, possuem o mesmo material genético do doador, e com 
isso, tais células representariam a patologia do paciente!” 

Essa ferramenta, denominada “modelagem de doença em placa 
é importante também para a investigação dos mecanismos envolvidos na 


2177 
, 
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Tabela 19.3 Caracterização das iPSC de camundongos e humanos 


CAMUNDONGOS HUMANOS 
ENSAIOS CARACTERIZAÇÃO ENSAIOS CARACTERIZAÇÃO 
MOLECULARES FUNCIONAL MOLECULARES FUNCIONAL 
Colônia de Intervalo para produção das iPSC primárias: Intervalo para produção das iPSC primárias: 
iPSC primárias aproximadamente 2 semanas aproximadamente entre 3 e 4 semanas 





- Imunocoloração e RT-PCR 
para análise da expressão  - Ensaio de combinação 
de genes de pluripotência  tetraploide e injeções 


Ta 2 semanas -Determinação do de blastocisto 
padrão de metilação - Início da diferenciação 
do DNA por tratamento in vitro 


deste com bissulfito 


- Imunocoloração e RT-PCR 





- Cariótipo e perfil para análise da expressão 
transcricional E - Análise da de genes de pluripotêncio - Início da diferenciação 
20 3 semanas -Perfil de modificação dE agora orcs - Determinação do an ? 

a diferenciação in vitro E f i a in vitro 
das histonas e reativação Z padrão de metilação 

cromossomo X do DNA por tratamento 

deste com bissulfito 
- Análise da 


4 a 6 semanas 5 Z te a bj 
diferenciação in vitro 


- Cariótipo e perfil 
- Análise da diferenciação in transcricional 
6 a 8 semanas vitro (quimeras, teratomas e - Perfil de modificação —- Injecdes de blastocisto 


complementação tetraploide) das histonas e reativação 
do cromossomo X 


10012 - Teste da transmissão 








semanas germinal 

14016 - Determinação da 

semanas transmissão germinal 

16020 - Análises de teratomas 


- Análise da autorrenovação 


semanas e autorrenovação 


Fonte: Modificado de Guidelines and Techniques for the Generation of Induced Pluripotent Stem Cells'*s. 
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formação de tecidos no âmbito fisiológico e patológico, além de tais células 
funcionarem para ensaios toxicológicos!?. Tal abordagem de modelagem de 
doença tem sido utilizada nos estudos executados por Park e colaboradores, 
que derivaram iPSC a partir de células somáticas de pacientes com doenças 
genéticas variadas ou de herança mendeliana, incluindo distrofia muscular 
de Duchenne, distrofia muscular de Becker, doença de Parkinson, doença 
de Huntington, diabetes mellitus juvenil, trissomia do cromossomo 21, sín- 
drome de Lesch-Nyhan, síndrome de Shwachman-Bodian-Diamond (SBDS) 
e imunodeficiência combinada severa relacionada à deficiência de desami- 
nase adenosina!?. Pacientes que apresentam distúrbios de único gene, como 
leucemia de células falciformes, recebem reparo do gene danificado ex vivo, 
e tais células corrigidas são transplantadas para o hospedeiro. Entretanto, 
doenças que apresentam uma base genética indefinida, tais como Parkinson 
e diabetes mellitus juvenil, não possuem um gene específico para a patolo- 
gia, sendo assim, são difíceis de serem reparadas'”. 

Outro campo para o qual a pesquisa com iPSC contribuiu foi a desco- 
berta de medicamentos, com a avaliação das respostas da célula aos efeitos 
farmacológicos da droga e verificação da ação desta sobre tal unidade mor- 
fológica!”. Essa forma de estudo é comprovada pela pesquisa de Lee e seus 
colaboradores, na qual os precursores da crista neural derivadas de iPSC de 
indivíduos com disautonomia familiar tratados com cinetina apresentaram 
reparação da mutação do gene IKBKAP. O efeito da droga nesse estudo está 
ligado a uma compensação da falha do mecanismo celular, e tal pesquisa 
também demonstra a viabilidade da iPSC como estudo de modelos para uti- 
lização de medicamentos" ®!®, 

A aplicação na medicina regenerativa seria o objetivo mais promissor 
da utilização das iPSC. A intenção era transplantar células progenitoras a 
partir de iPSC específicas de cada paciente a fim de recuperar todo o tecido 
danificado, sem, no entanto, promover formação de tumor e/ou desenca- 
dear resposta imunológica!?”. Esse feito foi comprovado por Hanna e seus 
colaboradores, que corrigiram o alelo da hemoglobina falciforme das célu- 
las de paciente, diferenciaram estas em iPSC progenitoras hematopoéticas 
e transplantaram tais células nos ratos, resgatando o fenótipo das células 
do sangue'*!. Em outro estudo, foi demonstrado que células progenitoras 
cardiovasculares humanas transplantadas em camundongos foram capazes 
de recuperar danos no coração, pois tais células progenitoras foram capa- 
zes de migrar, proliferar e diferenciar em cardiomiócitos, células musculares 


lisas e células endoteliais!?”:!82, 
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19.17 PROTOCOLOS PARA A PRODUÇÃO DE iPSC 


19.17.1 Meios de cultura 


Meio completo de fibroblastos 

450 mL DMEM 

e 50 mL soro fetal bovino 

5 mL penicilina/estreptomicina 

5 mL glutamina 100x 

5 mL de aminoácidos não essenciais 100x 
0,5 mL de B-mercaptoetanol 


Meio completo de células-tronco embrionarias de camundongos (mESC) 
e 425 mL de DMEM KnockOut 
e 75 mL de soro fetal bovino 

5 mL penicilina/estreptomicina 

5 mL glutamina 100x 

5 mL de aminoácidos não essenciais 100x 

0,5 mL de B-mercaptoetanol 

0,5 mL de LIF 1.000x (comercial ou recombinante) 


Meio completo de células-tronco embrionárias humanas (huES) 
400 mL de DMEM/F12 1:1 

100 mL de soro de substituição Knock Out 

5 mL penicilina/estreptomicina 

5 mL glutamina 

5 mL de aminoácidos não essenciais 

0,5 mL de B-mercaptoetanol 

10 ng/mL bEGF 


Meio de diferenciação de corpos embrioides de camundongos (mEB) 
e 425 mL de IMDM 
e 75 mL de soro fetal bovino 
e 5 mL penicilina/estreptomicina 
e 5 mL glutamax 
18,9 pL de monotioglicerol 
2 mL de transferrina saturada com Fe 
250 pL de ácido ascórbico (50 mg/mL) 
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e 5 mL de aminoácidos não essenciais 
e 5 mL de piruvato de sódio (100 mM) 


19.17.2 Preparação de fibroblastos embrionários 
de camundongos (mEFs) para reprogramação 


1) Entre os dias 12,5 e 15,5 do embrião, sacrificar a fêmea grávida. 

2) Colocar o camundongo de costas e cortar o abdômen. 

3) Localizar os cornos uterinos onde os embriões são visíveis. Para dissecar 
o útero, cortar abaixo do colo do útero e através do oviduto. 

4) Mergulhar o útero em Wescodyne diluído em PBS (proporção de 1:200) 
por 30 segundos a 1 minuto, para evitar contaminação com micoplasma. 
Em seguida, lavar por 3 vezes em PBS. 

5) Em um placa de cultura de 10 centímetros, utilizar um par de fórceps e 
tesouras para retirar o embrião do útero. 

6) Retirar a cabeça e órgãos internos do embrião e colocar, o embrião sem 
a cabeça e seus órgãos internos, em uma nova placa de 10 cm com uma 
gota de tripsina. Observação: há risco de contaminação da cultura com 
células progenitoras neurais e células hematopoiéticas caso a cabeça e o 
fígado fetal não sejam completamente removidos. 

7) Cortar completamente o embrião com bisturi, triturando-o em pedaços 
finos. 

8) Adicionar meio completo mEFs e suspender o embrião triturado com 
pipetagens repetitivas. 

9) Cultivar as mEFs a 37 °C com 4% de O,. Não perturbar a placa durante 
as primeiras 48 horas, para que os fibroblastos cresçam. As mEFs podem 
ser mantidas por várias passagens em condição de normoxia (21% de 
O,), entretanto sua capacidade de reprogramação diminui com o tempo 
devido à senescência provocada pelo estresse oxidativo. Caso utilize a 
condição de normoxia, utilize antes da quarta passagem para obtenção 
de melhores resultados. 
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19.17.3 Derivação de iPSC a partir de 
fibroblastos humanos ou de camundongos 


Há inúmeros métodos de derivação completa de iPSC (Tabela 19.4), 
entretanto é mais comum a utilização de células de camundongos reprogra- 
máveis ou lentivírus. 


Tabela 19.4 Métodos de derivação completa de iPSC 


SISTEMA DE REPROGRAMAÇÃO MÉTODO DE ENTREGA DO FATOR FORNECEDOR 
STEMCCA Lentivirus EMD Millipore 
Stemgent 4F2A8.4F2A-loxP Lentivirus Stemgent; Sigma 
ra ce ne Stem got 
CytoTune-iPS Virus sendai Invitrogen 
Collal tm (tet0-PouSfl -Klf4,-Sox2,-Myc) Hoch/] Reprogrammable Mouse Jackson Laboratory 
Colla] tm(tet0-Pou5fl KIf4,-Sox2,-Myc) Joe /) Reprogrammable Mouse Jackson Laboratory 





19.17.4 Protocolo geral de derivação de iPSC 
de fibroblastos em placas de 6 poços 


1) 


B 


4) 


Plaquear em placas de 6 poços contendo meio de fibroblastos cerca de 
100.000 a 200.000 fibroblastos de passagem inicial e deixar “overnight” 
(pular para a etapa 3 se utilizar infecção viral). 

Entrega dos fatores de reprogramação por exposição a intervalos de 12 
a 24 horas com altos títulos de vírus. Observação: o protocolo/tempo de 
infecção depende do título viral/eficiência de infecção, portanto, o proto- 
colo deve ser ajustado de acordo com essas características. 

Cobrir com gelatina 0,2% os 6 poços da placa por 30 minutos a uma 
temperatura de 37 °C durante a infecção. Retirar a gelatina e plaquear 
células irradiadas CF-1 ou DR4 MEFs a uma concentração de 250.000 a 
500.000 células por poço. 

Trocar o meio por outro contendo 3 mL de células embrionárias huma- 
nas ou de camundongos. Antes do processo de repique dos fibroblastos 
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infectados. Adicionar ao meio doxiciclina na concentração de 1 pg/mL 
em sistemas induzíveis. 

5) Tripsinizar os fibroblastos infectados. Em poços contendo gelatina e meio 
com células embrionárias humanas ou de camundongos, plaquear essas 
células na concentração de 1.000 a 10.000 células por poço. Adicionar 
ao meio doxiciclina na concentração de 1 pg/mL em sistemas induzíveis. 
Observação: a eficiência da reprogramação determinará a quantidade de 
células que serão plaqueadas por poço. 

6) Monitorar as colônias emergentes e trocar o meio diariamente. As células 
que estão se reprogramando proliferarão rapidamente, sofrerão transição 
morfológica de células epiteliais para células mesenquimais e formarão 
agrupamentos de colônias semelhantes aos de células-tronco embrioná- 
rias. Linhagens de camundongos com Oct-4 e Nanog marcados com GEP 
podem ser monitoradas devido à ativação promovida no loci de pluripo- 
tência ao redor do 9º dia de reprogramação. 

7) Remover a doxiciclina entre os dias 14 e 21 da reprogramação de fibro- 
blastos humanos ou entre os dias 12 e 15 da reprogramação de fibro- 
blastos de camundongo, no caso de sistemas induzíveis. Em seguida à 
lavagem de doxiciclina, deixar por 5 dias para regressão das colônias 
dependentes de fatores exógenos e, após este passo, analisar e colher as 
iPSC. 


19.17.5 Crescimento e expansão de iPSC de camundongos 


1) Clones de iPSC podem ser colhidos 5 dias depois da remoção da doxi- 
ciclina no caso de reprogramação de sistemas induzidos, ou cerca de 20 
dias no caso de sistemas de reprogramação com lentivírus constitutivos 
retrovirais. Ao escolher as colônias, elas devem se assemelhar as de célu- 
las-tronco embrionárias, entretanto pode haver células diferenciadas ao 
redor das colônias antes da primeira expansão. 

2) Para escolha dos clones, preparar uma placa de 96 poços em V com 60 pL 
de PBS por poço, sem MgCl, ou CaCl,. 

3) Em um microscópio de luz invertida, utilizar ponta de ponteira P10 ou 
P20 para cortar as colônias individuais. 

4) Transferir a colônia para placa de 96 poços e dissociar a colônia com 
pipetagens repetitivas. 

5) Adicionar em cada poço 30 pL de tripsina 0,25% e incubar a 37 °C por 
10 minutos. 
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6) Transferir os clones para uma placa gelatinada de 24 poços contendo 
alimentadores irradiados para expansão. 

7) Trocar o meio a cada dois dias e utilizar divisões regulares 1:50 para evi- 
tar a superlotação e diferenciação das células. 


19.17.6 Crescimento e expansão de iPSC humanas 


1) Escolher as colônias que se assemelharem às de células-tronco embrio- 
nárias humanas e utilizar ponta de ponteira P10 ou P20 para cortar as 
colônias individuais. 

2) Transferir os clones para uma placa gelatinada de 6 poços contendo ali- 
mentadores irradiados para expansão. Observação: iPSC e ESC não tole- 
ram ser individualizadas em um poço. Para as passagens, não utilizar 
digestão enzimática. 

3) Trocar o meio diariamente para evitar a diferenciação e utilizar as pipe- 
tas P10 ou P20 para as passagens. Caso ocorra diferenciação durante as 
passagens, adicionar inibidor ROCK ao meio seguinte para reduzir esse 
processo. 


19.17.7 Análise das iPSC: imunofluorescência 


À imunofluorescência é útil para verificar a expressão dos fatores de 
transcrição ao longo da reprogramação e geração das iPSC. Os marcado- 
res mais conhecidos que indicam o potencial de pluripotência das células 
tronco induzidas são Oct-4, Nanog e Sox-2. Caso ocorra perda da expressão 
desses fatores, as células perderam sua pluripotência ou se diferenciaram. É 
recomendável também detectar os antígenos (por meio de anticorpos espe- 
cíficos) que se encontram na superfície das células-tronco pluripotentes, tais 
como TRA-1-60, TRA-1-81 e SSEA4. Esses marcadores funcionarão como 
controle da pluripotência da cultura, juntamente com os fatores de transcri- 
ção mencionados acima. No caso de células iPS de camundongos, a expres- 
são de SSEA1 na superfície da célula pode funcionar como indicador de 
pluripotência. 
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19.17.8 Diferenciação in vivo de iPSC por 
meio da formação de teratoma 


Um ensaio in vivo para avaliar a pluripotência das células iPS consiste 
na formação de teratomas em modelo experimental. Esta técnica consiste na 
injeção por via subcutânea de iPSC em camundongos imunodeficientes, e o 
potencial de pluripotência das células é avaliado por meio da capacidade de 
tais células originarem derivados dos três tipos de folhetos embrionários: 
endoderma, mesoderma e ectoderma. 


1) Crescer iPSC em placas de 6 poços contendo gelatina e alimentadores para 
células iPS de camundongo até atingirem confluência maior de 60%. Para 
iPSC humanas, transferir antes para placas de 10 cm contendo matrigel 
livre de alimentadores, a fim de evitar contaminação com fibroblastos. 
Utilizar a placa depois de atingir mais de 80% de confluência. Tratar as 
células iPS humanas com 1 mg/mL de colagenase IV (em DMEM/F12) 
por 5 minutos a 37 °C. Para iPSC de camundongo, tripsinizar e transferir 
para frasco T-25 sem gelatina e contendo meio completo mES. Incubar 
por 30 minutos a 1 hora em 37 °C e depois recolher os agregados de célu- 
las. Este agregado corresponde a fibroblastos, pois eles se anexam mais 
rapidamente do que as células induzidas, o que permite o enriquecimento 
das iPSC. 

2) Ressuspender as células em PBS com MgCl, e CaCl, e diluir 0,5-1x10° 
células por 300 pL. 

3) Anestesiar o animal SCID ou NOD/SCID com isoflurano. Depois, puxar 
a pele do flanco traseiro do camundongo para longe do peritônio e inserir 
a agulha de calibre 23 (contendo 300 pL de células ressuspensas) neste 
espaço, tomando cuidado para não atingir o peritônio. Deve-se sentir 
uma bolha abaixo da pele do camundongo e verificar se a solução inje- 
tada não escoará para fora. 

4) O teratoma deve crescer por 3 a 6 semanas, e em seguida deve-se disse- 
cá-lo para histologia. Por meio da coloração HE, deve-se constatar os 
derivados do endoderma, mesoderma e ectoderma. 
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19.17.9 Diferenciação de iPSC de camundongos 
por meio da formação de corpos embrioides 


1) Crescer iPSC em placas de 6 poços contendo gelatina e alimentadores 
para células iPS de camundongo até atingirem confluência maior de 60%. 
Certificar-se de que a cultura não apresenta sinais de diferenciação. 

2) Tripsinizar e transferir as iPSC de camundongo para frasco T-25 sem 
gelatina e contendo meio completo mES. Incubar por 30 minutos a 1 hora 
a 37 ºC e depois recolher os agregados de células. 

3) Ressuspender as iPSC em meio de diferenciação EB na proporção de 400 
células por 30 pL. 

4) Na tampa de uma placa de Petri de 15 cm, fazer gotas de 30 pL com uma 
multicanal. Em seguida, colocar a tampa sobre a placa cuidadosamente, 
de modo que as gotas fiquem penduradas na tampa. 

5) Incubar a 37 °C durante 3 a 4 dias. Na mesma direção de cada gota, 
devem se formar corpos embrioides no fundo da placa. 

6) Para coletar os EB, inverter a tampa e lavar com PBS. Em seguida, trans- 
ferir para tubo cônico. Esperar os EBs colonizarem e aspirar o PBS. 

7) Transferir os EB para placas de Petri de 10 cm contendo meio de dife- 
renciação EB e colocar a placa sobre um agitador com velocidade baixa 
e temperatura de 37 “C. Trocar o meio todos os dias. Os EB podem ser 
recolhidos no centro da placa após movimento circular e podem ser con- 
duzidos a diferenciar em vários tipos de células das 3 camadas germinais. 


19.17.10 Diferenciação de iPSC de humanos por 
meio da formação de corpos embrioides 


1) Transferir as células para placas contendo matrigel livre de alimentado- 
res, a fim de evitar contaminação com fibroblastos. Tratar as células em 
placas de 10 cm com 1 mg/mL de colagenase IV por 5 minutos a 37 °C. 

2) Coletar as células, dar spin e ressuspender em 4 mL de meio de células- 
tronco embrionarias sem bFGF. Plaquear as células em placas de 6 poços 
de baixa fixação. 

3) Para evitar aglutinação das células, incubar em agitador a 37 °C. Trocar o 
meio a cada dois dias, girando a placa em movimento circular e aspirando 
o meio da borda. 

4) Esperar os EBs por 16 dias para diferenciar, antes de dissociá-los para 
análise ou para mais diferenciação. 
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19.17.11 Solução de problemas - Razões comuns 


Falha da reprogramação 


Baixa eficiência da infecção viral ou título viral: a população de células 
expressando os fatores de reprogramação deve ser máxima, pois a reprogra- 
mação é relativamente ineficiente. A escolha da célula a ser reprogramada, 
assim como a forma de infecção, são importantes para a eficiência da meto- 
dologia. Por exemplo, se as células possuem capacidade divisória lenta, a 
forma de infecção por lentivírus seria mais adequada, visto que os retrovírus 
só infectam células em divisão. Fatores de reprogramação marcados são uti- 
lizados para quantificar a porcentagem de células com expressão desses fato- 
res, por meio de imunofluorescência. Os fatores exógenos de reprogramação 
podem também ser verificados em nível populacional por meio de RT-gPCR. 


Morte na população inicial ou durante a 
reprogramação e senescência celular elevada 


A morte de células pode ser causada por infecção viral tóxica, devido 
ao alto título viral ou tempo de infecção prolongado, provocando, assim, 
redução na eficiência da reprogramação. À ativação das vias de senescência 
se deve ao estresse oxidativo, por isso é recomendado que as células sejam 
mantidas, desde a população inicial, em atmosfera com 4% de O,. 


Condições inibitórias no meio 


A qualidade do soro pode variar entre os diferentes lotes, e isso pode 
exercer efeito na eficiência de reprogramação das células. Sugere-se fazer um 
piloto de reprogramação com todos os lotes disponíveis de soro ou mesmo 
utilizar soro nocaute para reprogramação. Adicionalmente, pode se utilizar 


aditivos para aumentar a reprogramação, tais como ácido ascórbico, TGF-b 
e inibidores de HDAC. 
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Infrequência nas trocas do meio ou elevada densidade de células 


O meio sofre alteração durante o processo de reprogramação das células, 
por isso deve-se manter as culturas de reprogramação em meios frescos. 
Essa condição pode provocar reprogramação inconsistente ou mesmo falha 
completa da reprogramação. Outra condição que interfere na eficiência da 
reprogramação consiste em sobrecarregar a cultura com muitas células, de 
modo que os recursos são consumidos muito rapidamente e o contato inibe 
o crescimento das células. 


19.18 PERSPECTIVAS FUTURAS 


Para o progresso da pesquisa com iPSC em ensaios clínicos é necessá- 
rio uma colaboração bem coordenada entre os laboratórios responsáveis 
pela reprogramação dessas células e os departamentos de clínica cirúrgica e 
transplante'*. Entretanto, a tecnologia ainda suscita preocupações de segu- 
rança que limitam sua aplicabilidade. Isso se deve ao fato de a metodologia 
para obtenção dessas células utilizar transgenes para reprogramação entre- 
gues por retrovírus, que podem se integrar ao genoma do hospedeiro promo- 
vendo instabilidade genômica” !”º, 

Para a medicina regenerativa e terapia celular, as células-tronco pluripo- 
tentes induzidas são uma ferramenta revolucionária, pois permitem o estudo 
e a compreensão das patologias dos indivíduos afetados, proporcionando 
quantidades suficientes de células para terapia de reposição celular, além do 
estudo das ações dos agentes terapêuticos sobre essas células!*t. O diferen- 
cial da utilização das iPSC em comparação ao desenvolvimento de células 
embrionárias humanas deve-se ao fato de as células induzidas serem pro- 
duzidas a partir de células somáticas paciente-específicas e se diferenciarem 
em diferentes tipos de células sendo, portanto, livres de questões éticas e 
incompatibilidade imunológica!?”:!8*, 

Asgari e colaboradores destacaram em seu trabalho alguns obstáculos 
que devem ser superados para que a terapia envolvendo as iPSC sejam rea- 
lidade. O primeiro desafio é gerar iPSC sem integração viral, evitando assim 
a possibilidade de instabilidade genômica. Em segundo lugar, as células iPS 
devem ser submetidas a triagem e avaliação da qualidade, e, para tanto, 
deve-se aumentar a eficácia da produção dessas células. Em terceiro, uma 
compatibilidade entre as células diferenciadas deveria ser avaliada por meio 
das células-tronco e das células somáticas específicas in vivo. O quarto 
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obstáculo seria obter culturas de células puras, sem qualquer tipo de con- 
taminação que comprometesse a segurança delas. O último desafio, citado 
no artigo, seria a garantia de função das células iPS após o transplante, sem 
problemas também de rejeição imunológica!*. 


19.19 CONCLUSÃO 


As iPSC são derivadas da reprogramação de células diferenciadas ou 
somáticas por meio de fatores de reprogramação, retornando, assim, ao 
estado de pluripotência semelhante ao de uma célula-tronco embrionária. 
Portanto, as células induzidas apresentam a capacidade indefinida de divisão 
e diferenciação nos três tipos de folhetos embrionários humanos. A vanta- 
gem em relação às células embrionárias está em evitar as questões éticas 
envolvendo a utilização de embriões humanos, além do fato destas últimas 
serem oriundas de indivíduos diferentes do paciente, possibilitando respos- 
tas imunológicas de rejeição. 

Vários processos para a geração, expansão e caracterização das iPSC têm 
apresentado grandes progressos, a fim de proporcionar culturas mais puras e 
com garantias de segurança para aplicação em várias áreas da ciência, visto 
que as técnicas atuais são utilizadas para células-tronco embrionárias, mas 
diferem na questão de eficiência e rendimento dessas células em comparação 
com as induzidas. 

Dentre as várias contribuições que o uso das células iPS podem trazer para 
a ciência e a sociedade, podemos mencionar a utilização na terapia celular 
associada ao transplante, na medicina regenerativa, no estudo dos efeitos de 
medicamentos e drogas sobre as células diferenciadas a partir das induzidas, 
além de contribuir para uma maior compreensão acerca dos mecanismos 
celulares envolvidos nas patologias que atingem os pacientes. 

Percebe-se também que a pesquisa sobre as iPSC apresenta algumas limi- 
tações que, com o progresso da ciência, poderão ser contornadas. Tais obs- 
táculos concentram-se no processo envolvido para derivação dessas células 
induzidas, tais como a forma de entrega dos fatores de reprogramação, a 
integração viral no genoma dessas células, a compatibilidade das células 
diferenciadas oriundas de iPSC e as células somáticas in vivo e a garantia de 
função e eficácia em transplantes sem problemas de rejeição. A resolução 
de tais impedimentos permitiria que todo o potencial dessas células fosse, 
então, utilizado em benefício da sociedade. 
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20.1 INTRODUCAO 


20.1.1 O que são células pluripotentes? 


OINLdVO 


As células pluripotentes possuem a capacidade de se diferenciarem para 
dar origem a células dos três folhetos embrionários (ectoderme, mesoderme 


e endoderme) (Figura 20.1)!2. 
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Durante o desenvolvimento embrionário, por exemplo, pode-se identi- 
ficar no estágio de blastocisto um arranjo celular conhecido como massa 
celular interna?*. É deste arranjo que se originam as células-tronco embrio- 
nárias, que são pluripotentes (Figura 20.1). 

A partir de embriões de camundongos, podem-se obter duas outras célu- 
las pluripotentes: as células-tronco epiblásticas e as células embriônicas ger- 
minativas, obtidas, respectivamente do epiblasto nos estágios iniciais pós 
-implantação e da cultura de células germinativas primordiais (Figura 20.1). 

Uma outra fonte de obtenção de células pluripotentes, e que independe do 
embrião, é o foco principal do presente capítulo: a reprogramação nuclear 
de células já diferenciadas. 


Epiblasto 
Massa celular 
interna 
Células 
eee embrionarias 


germinativas 


ON 


Oócito fertilizado ás 


(Células totipotentes) Obten ção de 
células 
pluripotentes 


Que podem se diferenciar 
dentre outros tipos celulares em: 


--- ede CR 


Células da pele Células vermelhas do sangue Células pancreaticas 
(origem ectodermica) (origem mesodémica) (origem endodérmica) 


Figura 20.1 Células pluripotentes podem ser obtidas a partir da massa celular interna do blastocisto, epiblasto do blastocisto tardio, 
do embrião (células embriônicas germinativas). Essas células pluripotentes podem, ao se diferenciar, dar origem a células derivadas dos 
três folhetos embrionários (ectoderme, mesoderme e endoderme). 
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20.1.2 O que são células terminalmente diferenciadas? 


As células ditas terminalmente diferenciadas originam-se durante o desen- 
volvimento embrionário dos três folhetos embrionários existentes no estágio 
de gástrula”. 

As células desses três folhetos originam linhagens de células somáti- 
cas com funções bem definidas, como, por exemplo, células do músculo 
cardíaco (mesoderme), células da pele (ectoderme) e células pancreáticas 
(endoderme)**. 

O processo de geração dessas células envolve uma série de etapas e 
mudanças profundas na expressão gênica que faz com que estas não pos- 
sam se transdiferenciar, ou seja, converter-se de um tipo celular em outro!? 
espontaneamente!. Por essa razão, até a década de 1960, não se acreditava 
que seria possível remover uma célula diferenciada de um microambiente e 
inseri-la em outro, induzindo assim que esta exibisse plasticidade e passasse 
a se comportar como as células do novo local. Também não havia evidên- 
cias de que seria possível a obtenção de estágio de pluripotência a partir de 
células já diferenciadas. 


20.2 HISTÓRICO: A TRANSDIFERENCIAÇÃO 
E A REPROGRAMAÇÃO NUCLEAR 


No ano de 1962, anunciou-se a primeira das três estratégias de obtenção 
de células pluripotentes a partir de células já diferenciadas. John Gurdon 
publicou um trabalho no qual relatava a reprogramação nuclear de oócitos 
de Xenopus laevis laevis através de transferência nuclear. Essa estratégia 
envolve a remoção do núcleo da célula receptora, no caso o oócito, e a trans- 
ferência do núcleo da célula doadora para esta anucleada. As células doado- 
ras utilizadas por Gurdon foram células diferenciadas da base do intestino 
de girinos. As células resultantes do procedimento foram capazes de sofrer 
sucessivas divisões celulares, retornando a um estágio de pluripotência, e 
originar indivíduos adultos (Figura 20.2). 

Em 1966, a transdiferenciação foi observada por Hadorn, trabalhando 
com Drosophila melanogaster. Ele mostrou ser possível que células desti- 
nadas a formar estruturas genitais pudessem originar estruturas de patas e 
cabeça após serem inseridas no abdômen do inseto adulto!!. 

Dessa forma, pode-se constatar, novamente, que células já diferencia- 
das, ainda guardam o potencial de ativar genes característicos de outro tipo 
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Figura 20.2 A transferência nuclear na obtenção de pluripotência. A primeira estratégia, transferência nuclear, descrita por Gurdon em 
1962, tem o objetivo de obter células pluripotentes a partir de células já diferenciadas. Atualmente, além dessa estratégia há outras 
duas, a saber, fusão celular e indução de pluripotência por meio de fatores de transcrição. 


celular e se comportar como tal. A transdiferenciação pode ocorrer desde 
que haja um ambiente que a induza. 

No ano seguinte à publicação de Hardon, Gehring realizou um expe- 
rimento com Drosophila melanogaster no qual se marcou geneticamente 
(induzindo-se com choques elétricos crossing over e/ou mutações) células 
do disco antenal de larvas de tal organismo. Depois de cultivá-las em hos- 
pedeiro adulto e transplantá-las para larvas, observou-se que células que 
normalmente originariam estruturas do palpo maxilar originavam estruturas 
de asas, a depender do local onde eram transplantadas!2. 

Em 1974, Selman e Kafatos utilizaram pela primeira vez a palavra trans- 
diferenciação para descrever a conversão de células produtoras de cutícula 
em células secretoras de sal no bicho-da-seda, durante a metamorfose de 
larva à mariposa adulta". 

Um ano após a publicação desse trabalho, Le Lievre e Le Douarin 
demonstraram que, com células de um organismo sendo inseridas em outro 
de diferente espécie, a transdiferenciação também ocorre. Células da crista 
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neural de codorna foram capazes de originar, por exemplo, células de tecido 
conjuntivo em galinha!. 

Esses experimentos, já nas décadas de 1960 e 1970, apresentaram evi- 
dências de que as células especializadas, consideradas como terminalmente 
diferenciadas, apresentavam plasticidade, podendo ter seu destino alterado 
segundo influências do ambiente em seu entorno. 

Em 1996, um trabalho de Campbell e colaboradores, utilizando a trans- 
ferência nuclear, foi publicado e anunciava um feito revolucionário para o 
momento: a clonagem de ovelha. Foi o primeiro relato de organismo gerado 
por transferência nuclear de núcleos de células de mamíferos derivados de 
embriões, sendo cultivados por 6 a 13 passagens e induzidas à quiescência, 
para oócitos com núcleo removido". 

Em 1998, núcleos de células do cumulus de camundongos foram transfe- 
ridos para oócitos enucleados de indivíduos da mesma espécie, originando o 
primeiro clone de camundongo!*. 

Em 2001, Tada e colaboradores, valendo-se de uma técnica já utilizada 
em trabalhos desde a década de 1960, apresentaram uma segunda maneira 
de se obter a pluripotência a partir de células somáticas: a fusão celular. Essa 
técnica já havia sido utilizada, por exemplo, por Davidson e colaboradores 
em 1966, a fim de se investigar o controle de expressão gênica!”, e forneceu 
evidência da existência de proteínas supressoras tumorais de ação trans!* e 
repressores trans!º. Tada e colegas realizaram a fusão de célula germinativa 
embriônica de camundongo fêmea com timócito, obtendo célula híbrida e 
pluripotente, capaz de se diferenciar em diferentes tipos celulares para ori- 
ginar embrião quimérico?”. 

Cinco anos mais tarde, Takahashi e Yamanaka apresentaram a terceira 
estratégia de obtenção de célula pluripotente a partir de células não pluri- 
potentes. Eles conseguiram induzir pluripotência em fibroblastos de camun- 
dongos, utilizando um retrovírus. Este carregava em seu material genético 
sequências codificadoras de quatro fatores de transcrição relacionados à 
manutenção do estado de pluripotência em células-tronco: Oct4, Sox2, 
c-Myc e KIf4. Dessa maneira, geraram-se as células-tronco pluripotentes 
induzidas (do inglés induced pluripotent stem cells — iPSC) — que apresen- 
tam propriedades similares às das células-tronco embrionárias”. 

No ano seguinte, obtiveram-se iPSC humanas a partir de fibroblas- 
tos, porém por meio de conjuntos diferentes de fatores de transcrição. 
Takahashi e colaboradores utilizaram os fatores já descritos no estudo, 
(Oct3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc)? empregando células de camundongos. Já Yu 
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e colaboradores utilizaram Oct4, Sox2, Nanog e Lin28: também capazes de 
promover a indução de pluripotência?. 

Em 2010, Bhutani e colegas publicaram um estudo indicando e fornecendo 
informações sobre o mecanismo de promoção de pluripotência. Eles obser- 
varam que a citidina deaminase de ativação induzida (activation-induced 
cytidine deaminase — AID ou AICDA) é necessária para a promoção de des- 
metilação do promotor dos genes Oct4 e Nanog, e sua consequente expres- 
são em fibroblastos de mamíferos que estão sendo reprogramados*?. 

Em 2013, Nemes e colaboradores, na tentativa de se contornar o problema 
enfrentado com a utilização de retrovírus para integração de sequências exó- 
genas no genoma celular, obtiveram sucesso na geração de iPSC estáveis a 
partir de fibroblastos por meio de transdução das proteínas recombinantes 
KLF4, OCT4, SOX2 e C-MYC. Estas foram sintetizadas fusionadas a uma 
calda de glutationa S-transferase (glutathione S-transferase — GST tag) para 
posterior purificação em cromatografia de afinidade e a um peptídeo de 
localização nuclear: o TAT-NLS. As células obtidas possuíam morfologia 
semelhante a fibroblastos e propriedades de células-tronco embrionárias 
(mantendo-se indiferenciadas por mais de vinte passagens)*. 


20.3 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS 


A reprogramação nuclear oferece uma ampla gama de possibilidades para 
aplicações terapêuticas. Células humanas podem, por exemplo, ser reprogra- 
madas para reparar lesões em tecidos ou substituir regiões lesadas, inclusive 
oriundas de falhas genéticas. Por exemplo, a partir de células somáticas 
de um paciente pode-se realizar sua reprogramação nuclear a um estado de 
pluripotência e, posteriormente conduzir sua diferenciação em um tipo celu- 
lar diferente para se repor uma região lesada. Existem, inclusive, estratégias 
de interconversão direta de um tipo celular em outro, sem a necessidade de 
se passar pelo estágio de pluripotência. Trata-se de uma das linhas de pes- 
quisa de nosso laboratório. Vierbuchen e colaboradores, por exemplo, foram 
capazes de converter fibroblastos de pele de camundongos em neurônios por 
transdução da célula com trés genes: Ascl1, Brn2 e Mytl1 (BAM) *. 

O trabalho de Kobayashi e colaboradores, publicado em 2010, apresenta, 
inclusive, uma possível futura fonte de obtenção de órgãos para serem usa- 
dos em transplantes humanos. Eles mostraram ser possível a geração de 
pâncreas de rato em camundongo a partir da microinjeção de iPSC de ratos 
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no blastocisto de camundongos deficientes para o gene essencial no desen- 
volvimento do pâncreas”. 

Além disso, a geração de iPSC apresenta como vantagem a possibilidade 
de se evitar os entraves éticos/religiosos e imunológicos. Quanto aos imu- 
nológicos, células do próprio paciente podem ser usadas para terapias em 
seu próprio organismo, evitando-se, assim, por exemplo, reações imunes de 
rejeição. Thanasegaran e colegas não observaram rejeição ao injetarem iPSC 
derivadas de camundongos de diferentes idades em camundongos C57BL/6. 
Utilizando scaffold 3D, observaram o rápido aumento de densidade celular 
no interior do suporte após transplante, mas não rejeições ao compósito; o 
que é uma esperança para o campo da medicina regenerativa?*. 

Quanto a questões éticas, as iPSC podem vir a substituir as células-tronco 
de origem embrionária humana, de obtenção tão polêmica, em várias aplica- 
ções das últimas, visto que, diferentemente destas, não são obtidas a partir 
do embrião!. A obtenção das iPSC, diferentemente da obtenção de célu- 
las-tronco embrionárias humanas, não envolve a destruição controversa de 
embriões em estágios de pré-implantação?, mas células derivadas do próprio 
indivíduo adulto. 

Pode-se ainda, in vitro, utilizar-se células de um determinado paciente 
para que se realize um screening de drogas específico, a fim de se tratar uma 
determinada doença; é ainda possível utilizar as iPSC para modelar doenças. 
Israel e colaboradores, visando oferecer uma alternativa ao gargalo existente 
no estudo da doença de Alzheimer (obter neurônios vivos de pacientes), 
reprogramaram fibroblastos de pacientes com a forma da doença causada 
por duplicação do gene da proteína precursora B-amiloide, e diferenciaram 
em neurônios as iPSC obtidas. Assim, puderam observar fenômenos no nível 
celular, relacionados ao fenótipo da doença”. Logo, essas células oferecem, 
por exemplo, novas oportunidades para testes farmacológicos e toxicológi- 
cos, e identificação de novos alvos terapêuticos in vitro”. 


20.4 TÉCNICAS DE REPROGRAMAÇÃO 


20.4.1 Transferência nuclear 


A transferência nuclear de células somáticas (do inglés somatic cells nuclear 
transfer — SCNT) é uma técnica que permite reprogramar o genoma de uma 
célula somática de volta para um estado embrionário indiferenciado. As células 
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produzidas através dessa técnica poderão ser utilizadas como progenitoras 
para dar origem a novos indivíduos com genótipos idênticos ao do indiví- 
duo doador do núcleo (clonagem) ou para a produção de iPSC?!. Essa técnica 
baseia-se, basicamente, na transferência de um núcleo de uma célula somática 
(célula doadora) para um oócito não fertilizado enucleado (célula receptora). 

Nessa técnica, o DNA da célula somática é incorporado pelo citoplasma da 
célula receptora, que é estimulada a se reconstituir e iniciar o desenvolvimento 
de um embrião. Essa estimulação pode ser realizada pelo aumento transitório 
da concentração de cálcio livre dentro da célula, por estímulo elétrico, ou alter- 
nativamente por agentes químicos (Figura 20.3)**%. Os oócitos, quando estabi- 
lizados na metáfase II do ciclo celular, possuem uma capacidade intrínseca de 
reprogramar núcleos sem a necessidade de permanentes alterações genéticas no 
núcleo transplantado ou nas células reprogramadas resultantes*2*. 


Transferência Nuclear 
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Figura 20.3 Transferência nuclear. Nesta técnica, o núcleo de uma célula somática (diploide, 2n) é transplantado para um oócito 
sem núcleo. Dentro do oócito, o núcleo da célula somática é reprogramado e as células derivadas dele são pluripotentes. Deste oócito 
é gerado um blastocisto, a partir do qual iPSCs podem ser isoladas e cultivados. As iPSCs podem ser cultivadas até a formação de um 
embrião que pode ser implantado em uma mãe hospedeira, resultando em clones neonatos. As iPSCs também podem ser estimulados a 
diferenciar em vários tipos celulares. 


Descreveremos aqui, resumidamente, um exemplo de protocolo bem 
sucedido para essa técnica, que foi desenvolvido por Byrne e colaborado- 
res”. O primeiro passo do protocolo foi estabelecer uma cultura primária 
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de fibroblastos retirados da pele de um macaco Rhesus, que, posteriormente 
foi utilizada como fonte doadora de núcleo para a introdução em oócitos de 
fêmeas da mesma espécie. Esses fibroblastos foram cultivados durante qua- 
tro dias em um meio de cultura capaz de promover a estabilização das célu- 
las na fase G0/G1 do ciclo celular. O segundo passo consistiu na enucleação 
dos oócitos, que foi realizada por meio de um sistema de imagem cuja luz 
polarizada permitiu a visualização e a subsequente retirada do fuso meió- 
tico por aspiração. O terceiro passo foi a inserção dos fibroblastos doadores 
de núcleo para dentro dos oócitos. A inserção foi realizada utilizando uma 
micropipeta e a fusão foi induzida por eletrofusão. Em seguida, os embriões 
reconstruídos foram incubados durante duas horas para permitir a remode- 
lação nuclear e, subsequentemente, foram quimicamente ativados e cultiva- 
dos até a fase de blastocisto. Usando esse protocolo, além de conseguirem 
produzir com sucesso embriões de primatas in vitro, Byrne e colaboradores 
também conseguiram isolar com sucesso duas linhagens de células-tronco 
embrionárias a partir de tais embriões. 


20.4.2 Fusão celular 


A fusão celular é um fenômeno natural in vivo, altamente regulado e 
necessário para o desenvolvimento e a homeostase. Em algumas patologias, 
a fusão celular também pode ocorrer, como nos casos de fusão induzida por 
vírus ou tumorigénese*’**. Na prática laboratorial, essa técnica foi desenvol- 
vida in vitro e vem sendo utilizada para a reprogramação nuclear de células 
somáticas para um estado pluripotente*’. Vários tipos de células pluripo- 
tentes, tais como células de carcinoma embrionário, células embrionárias 
germinativas e células-tronco embrionárias, têm demonstrado capacidade 
de restaurar propriedades de pluripotência quando fundidas com células 
somáticas, sugerindo que estas possuem componentes de reprogramação 
semelhantes aos encontrados em oócitos*?*!. 

Os métodos mais frequentemente usados para promover a fusão celular 
são através do uso de polietilenoglicol (PEG), que é um agente químico 
fusogênico; ou por pulsos elétricos, técnica conhecida como eletrofusão 2. 
O processo de fusão celular pode envolver dois ou mais tipos celulares, que 
são fusionados em uma única entidade. A fusão celular pode gerar células 
híbridas ou heterocárions, sendo que as células híbridas são resultantes da 
fusão entre os núcleos de dois tipos celulares e possuem a capacidade de 
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proliferar, enquanto os heterocárions contêm múltiplos núcleos distintos e 
não são capazes de proliferar (Figura 20.4)º. 

Após a fusão, é possível realizar o monitoramento da eficiência de repro- 
gramação do genoma das células somáticas. Uma das formas de monito- 
ramento é através da utilização de células somáticas, portando um gene 
repórter, como, por exemplo, o Oct4-GFP (proteína GFP, verde-fluores- 
cente — do inglés green fluorescent protein — sob o controle do promotor 
Oct4). O gene Oct4 é considerado um marcador de pluripotência e está 
presente na forma ativa em células-tronco e em células germinativas, porém 
é reprimido em células somáticas. Desse modo, se houver eficiência na 
fusão da célula somática portadora do gene repórter com a célula-tronco, 
a expressão deste gene será reativada, podendo ser considerado que houve a 
reprogramação genômica***. 

O trabalho realizado por Cowan e colaboradores (2005) é um exemplo 
bem-sucedido de aplicação da técnica de reprogramação por fusão celular. 
Nesse trabalho, foram estabelecidas culturas de linhagens celulares de fibro- 
blastos humanos (FH) e de células-tronco embrionárias humanas (human 
embryonic stem cells — hESC). Nas hESC foi introduzido um DNA linear 
que codifica para a proteína GFP e um gene de resistência a um tipo de anti- 
biótico (puromicina, higromicina ou neomicina). Os FH também receberam 
um gene de resistência a antibiótico, através de transdução retroviral de um 
vetor carreador de um gene de resistência à puromicina. Para a indução da 
fusão celular e geração de células híbridas, as hESC foram mixadas com 
FH na presença de polietilenoglicol. Durante dez dias, as colônias formadas 
foram sendo selecionadas pelo uso de dois antibióticos simultaneamente. 
Duas colônias individuais selecionadas foram expandidas e cultivadas sob 
condições padrão para a propagação de hESC. Para confirmar que estas 
células resistentes a antibióticos surgiram através da fusão, foi realizado 
um ensaio para determinar marcadores genéticos transportados pelos dois 
tipos celulares submetidos à fusão. Através da análise das células resisten- 
tes por citometria de fluxo (do inglês fluorescence-activated cell sorting — 
FACS), verificou-se que elas expressavam a proteína GFP introduzida pre- 
viamente nas hESC. Utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase 
(polymerase chain reaction — PCR) foi possível verificar que essas células 
também possuíam o vetor viral inserido previamente nos FH. Desse modo, 
ficou comprovado que houve a fusão celular. Para verificar a presença de 
marcadores característicos de hESC e confirmar a reprogramação, as células 
fusionadas foram submetidas à imuno-histoquímica e analisadas por micros- 
copia confocal. Através desta técnica foi possível observar a presença do 
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fator de transcrição OCT4 e a presença de antígenos embrionários específi- 
cos, tais como SSEA4, TRA1-61 e TRA1-80. Os resultados encontrados por 
Cowan e colabores nesse estudo comprovam que hESC podem reprogramar 
cromossomos de células somáticas e que as iPSCs produzidas podem ser uma 
alternativa útil nos estudos bioquímicos e genéticos para a compreensão de 
mecanismos de reprogramação de células diferenciadas”. 


Fusão Celular 
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Figura 20.4 Fusão celular. Nesta técnica, dois tipos de células distintas são combinadas para formar uma única entidade. As células fun- 
didas resultantes podem ser heterocárions ou híbridas. Se as células fundidas proliferarem, irão se tornar híbridas com núcleo tetraploide 
(4n), isto é, com duas vezes o número de cromossomos de uma célula somática ou mais (dependendo do número de células fundidas). 
Os heterocárions não se proliferam, e os núcleos das células originais permanecem intactos e distintos. O citoplasma das células-tronco 
possuem fatores de reprogramação que podem alterar o estado epigenético de uma célula somática, transformando-a em uma iPSC. 


20.4.3 Transdução de fatores de transcrição 


Os fatores de transcrição (transcription factors — TF) desempenham um 
papel central no destino da célula, sua especificação ao longo do desenvol- 
vimento embrionário e na manutenção da identidade da célula em vários 
tecidos adultos. Eles apresentam um reconhecimento sequência-específico de 
elementos do DNA e, ao exercer suas funções de ativação transcricional ou 
repressão, regulam a expressão de centenas de genes-alvo**”. 

O uso de fatores de transcrição para a reprogramação de células somáti- 
cas para um estado pluripotente já é bem descrito na literatura para vários 
tipos de células humanas e de rato, tais como fibroblastos, queratinócitos e 
células sanguíneas'2**. Vários fatores de transcrição são capazes de induzir 
células somáticas a apresentarem um estado de pluripotência, dentre eles 
Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc, Fbx15 e Nanog. Estes fatores normalmente são 
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introduzidos nas células somáticas em grupos ou isoladamente, através de 
vetores virais ou não virais (Figura 20.5)*7*. 

Para exemplificar a técnica de reprogramação usando fatores de transcri- 
ção, descreveremos brevemente um protocolo desenvolvido por Takahashi 
e colaboradores para a produção de iPSC a partir de fibroblastos huma- 
nos adultos (FH)*º. Nesse trabalho, foram produzidas iPSC pela transdução 
retroviral de quatro fatores de transcrição: Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc. 

Primeiramente, foi estabelecida uma cultura de uma linhagem de fibro- 
blastos de derme humana (FH). Para garantir a eficiência no processo sub- 
sequente de transfecção viral, usando um lentivírus, foi introduzido nos FH 
um receptor para retrovírus de rato denominado Slc7a1. Os FH expres- 
sando o gene S$lc7al foram selecionados e semeados em uma nova placa de 
cultura. Após 24 horas, cada um dos quatro retrovírus portando um fator 
de transcrição, produzidos previamente, foi adicionado na placa de cultura 
contendo os FH. Sete dias após a inserção desses fatores reprogramadores, 
o meio de cultura que até então estava sendo utilizado (meio de Eagle modi- 
ficado por Dulbecco - DMEM - contendo 10% de soro fetal bovino) foi 
substituído por um meio de cultura para células-tronco de primata, suple- 
mentado com fator de crescimento para fibroblastos. Desde então, a cultura 
continuou sendo monitorada diariamente e, por volta do vigésimo quinto 
dia, foram observadas colônias de células com morfologia semelhante à de 
células-tronco embrionárias humanas. Para confirmar se houve reprogra- 
mação, essas colônias foram expandidas e as células foram submetidas a 
transcrição reversa seguida por reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 
para verificar a expressão de genes marcadores de células-tronco embrioná- 
rias e pluripotência. Foi comprovada a expressão de vários genes, dentre eles 
Oct3/4, Sox2, Nanog, fator 3 de crescimento e diferenciação, Rex1, Fgf4 
e Esg1. Também foram comparados os níveis proteicos entre as células- 
tronco embrionárias humanas e as iPSC recém-produzidas utilizando a téc- 
nica de western blotting. Os níveis proteicos foram similares para OCT3/4, 
SOX2, NANOG, SALL4, caderina E e hTERT. Através da técnica de microar- 
ranjo de DNA foi analisada a expressão de 32.266 genes, e verificou-se que 
o padrão de expressão global de genes entre as células-tronco embrionárias 
humanas e as iPSC foi similar, e não idêntico. As iPSCs produzidas nesse 
trabalho foram capazes de diferenciar, in vitro, nos tipos celulares das três 
camadas germinativas e em teratoma. Estes resultados demonstraram que 
iPSCs podem ser obtidas a partir de fibroblastos humanos adultos. 
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Figura 20.5 Transdução de fatores de transcrição. Esta técnica de reprogramação direta pode ser usada para formar iPSC com proprie- 
dades semelhantes às das células-tronco. Vários tipos de células somáticas podem ser induzidas pela introdução de fatores de transcrição 
(Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc) usando retrovirus. Nesta técnica, o estado pluripotente é hereditariamente mantido e pode ser produzido um 
grande número de células, tornando esta abordagem vantajosa para aplicações clínicas. 


20.5 CONCLUSÃO 


Há mais de cinquenta anos a história das pesquisas em reprogramação 
nuclear vem sendo traçada. Desde 1962, quando J. Gurdon” publicou o pri- 
meiro trabalho nesse sentido, várias ferramentas sofisticadas para a pesquisa 
foram desenvolvidas e permitiram que fossem alcançados os resultados atuais. 
Embora existam três principais abordagens distintas para a reprogramação 
celular, os resultados obtidos em cada técnica são úteis e complementares às 
demais, indicando uma sinergia entre elas. Cada um dos três tipos de técnica 
apresenta vantagens e limitações inerentes. A transferência nuclear tem como 
característica ser um processo rápido de reprogramação, adequado para elu- 
cidar os princípios fundamentais do início do desenvolvimento embrionário 
e da biologia reprodutiva, além de proporcionar uma grande variedade de 
iPSC para aplicações terapêuticas!” *. No entanto, a pesquisa usando oóci- 
tos humanos é limitada por considerações de ordem jurídica e social”. Já a 
fusão celular é tecnicamente simples, mas apresenta baixo rendimento e sua 
eficiência é dependente do tipo de célula somática usada para a fusão*". A 
reprogramação direta de células diferenciadas por fatores de transcrição tem 
se destacado pela produção de uma ampla variedade de iPSC, mas o uso des- 
sas células na terapia celular ainda é limitado devido ao uso de vetores virais 
e de fatores de transcrição com propriedades oncogênicas””. De modo geral, 
a facilidade com que as iPSCs estão sendo produzidas em abundância nos 
laboratórios ao redor do mundo, seu potencial para o estudo dos mecanismos 
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subjacentes às doenças humanas e sua utilidade para a pesquisa de drogas e 
no uso como terapia celular são atualmente incomparáveis e promissores*. 


20.6 PERSPECTIVAS FUTURAS 


Em comparação com os estudos de plasticidade de células-tronco adul- 
tas, as pesquisas de reprogramação em linhagens celulares têm feito grandes 
progressos. Muitas fontes de iPSC diferentes estão sendo estudadas para 
aplicações clínicas em modelos de doenças, para o desenvolvimento de dro- 
gas e como fonte de células autólogas para a reparação de tecidos. Porém, 
acredita-se que será necessária mais de uma década para a plena caracteri- 
zação dessas células reprogramadas, de modo que possam ser aplicadas na 
utilização terapêutica em seres humanos*2ºº. 

As iPSCs, no futuro, terão grande valor se dois objetivos principais forem 
alcançados: o primeiro é o de criar linhagens celulares de longa duração a par- 
tir de doenças genéticas, a fim de testar drogas potencialmente úteis ou outros 
tratamentos*!. O segundo é fornecer células-tronco autólogas para o trata- 
mento de pacientes. Para serem terapeuticamente benéficas, as iPSCs precisam 
ser fornecidas em números suficientes, realizar a função esperada no tecido do 
paciente e ser capazes de produzir a quantidade correta de seus metabólitos”. 

Embora a técnica de reprogramação forneça uma alternativa para o uso 
eticamente problemático de células-tronco embrionárias humanas, não 
será possível realizar a validação do uso de iPSCs sem usar células-tronco 
embrionárias humanas“. Além disso, as células-tronco embrionárias ainda 
se encontram em processo de caracterização, de modo que será difícil con- 
firmar funcionalmente se iPSC são realmente semelhantes às células-tronco 
embrionárias humanas*?. Além dos estudos para terapia celular, os estudos 
futuros devem se concentrar na capacidade de iPSC para a formação de 
novos tecidos, órgãos e organismos-modelo, como um fluxo que existe em 
paralelo com as pesquisas em células-tronco embrionárias humanas*. 


20.7 TÉCNICA PASSO A PASSO PARA A 
PRODUÇÃO DE iPSCS ATRAVÉS DE FUSÃO CELULAR 
USANDO POLIETILENOGLICOL (PEG) 


O polietilenoglicol (PEG) é um polímero altamente hidratado, e sua 
capacidade de induzir a fusão celular foi demonstrada na década de 1970%. 
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Desde então, este polímero tem sido amplamente utilizado para mediar a 
fusão de células a fim de formar híbridos de células somáticas, que são fer- 
ramentas importantes para os estudos de mapeamento genético, expressão 
gênica, análise da função de genes e também para a produção de vacinas e 
anticorpos“. PEG induz a aglutinação celular, aumentando o contato célula 
a célula, levando à subsequente fusão celular. Aqui, descreveremos o pro- 
tocolo de fusão celular usando células somáticas publicado em 2006, pelos 
pesquisadores Yang e Shen** e que, até o momento, vem sendo utilizado com 
sucesso em inúmeros trabalhos, tanto para a fusão entre células somáticas 
quanto para a fusão entre células somáticas e células-tronco. A fusão celu- 
lar através desta técnica pode ser realizada por meio de células inteiras ou 
microcélulas como doadoras para a fusão com as células receptoras. Geral- 
mente, a fusão utilizando microcélulas é empregada para a transferência de 
um único cromossomo, ou um limitado número deles, entre diferentes tipos 
de células. Os principais procedimentos desse protocolo incluem a prepa- 
ração de células doadoras e receptoras, a fusão entre células, a seleção de 
híbridos e caracterização de células híbridas (Figura 20.6). A técnica descrita 
aqui pode ser adaptada para o uso na fusão entre diversos tipos celulares, 
fornecendo diretrizes para o desenvolvimento da técnica de fusão celular 
mediada por PEG. 


Materiais 

1) Linhagens celulares: células de rato LA9 contendo um minicromossomo 
de mamífero, denominadas células LA 9"»rs» e células de galinha deno- 
minadas DT40Qhrrther, 

2) Meios e suplementos: DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, 
Life Technologies), B-mercaptoetanol (Sigma), soro fetal bovino (SFB, 
Sigma), soro de galinha (Gibco-BRL), glutamina (Sigma), higromicina B 
(Roche), colcemida (demecolcina, Sigma) e hipoxantina-aminopterina- 
timidina (HAT, Sigma). 

3) Compostos químicos e bioquímicos: 

e Tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,3): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 
mM Na,HPO,; 2 mM KH,PO, 

e Solução de 0,2% de tripsina em Versene 

e Citocalasina B (Sigma) 

e PEG 1500 (Roche) 

e Percoll (Sigma) 

e DNA satélite alfoide da região centromérica do cromossomo Y 
humano, marcado com biotina ou **P 
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e Primers: 
P1 (5’-AACTTCATCAGTGTTACATCAAGG-3’ 
S’-TGTGGCATTTTGTTATGTGG-3’) 
P2 (S’-AGGAGATGTCAGGACTATCAGC-3’ 
5S’-TCCATCCAGCTGGTCATATT-3’); 
e Estreptavidina Alexa Fluor 488 (Life Technologies); 
e Anti-estreptavidina biotinilado (Vector Laboratories). 
4) Plásticos e equipamentos: frascos de cultura de tecidos, placas de Petri, 
placas de múltiplos poços, tubos de teste, tubos de policarbonato (40 mL, 
Fisher), centrífuga, sistema de eletroforese em gel e termociclador. 


Métodos 

As células LA9 de rato que são HPRT negativas e contêm um minicro- 
mossomo de mamífero marcado com higromicina B fosfotransferase (LA 9 
8+) são utilizadas como doadoras, enquanto as células de galinha DT40 que 
são HPRT positivas (DT40"»*hsr) são utilizadas como células receptoras. Os 
genótipos das células doadoras e receptoras permitem uma dupla seleção 
positiva usando o HAT e a higromicina, que irão matar as células doadoras e 
receptoras, selecionando, dessa forma, apenas as células híbridas. As células 
LA9hrrhe+ são aderentes, já as células DT40hrr+hs- crescem em suspensão. 
Essa diferença facilita a seleção das células híbridas de interesse. Neste caso, 
o objetivo será a transferência de um minicromossomo das células LA9hprt-hey+ 
(doadoras) para as células DT40hrr+hs” (receptoras). Portanto, após os proce- 
dimentos para a fusão, as células em suspensão são mantidas para posterior 
seleção, enquanto as células aderidas são descartadas. Os principais passos 
deste protocolo estão apresentados na Figura 20.6. Primeiramente, células 
doadoras e receptoras são preparadas e fundidas com PEG. Em seguida, 
HAT e higromicina B são usadas para a seleção das células híbridas. As célu- 
las híbridas, então, são clonadas e caracterizadas por análises moleculares 
e citológicas. 


Preparação de células doadoras e receptoras 

Células doadoras inteiras: 

1) As células LA 9»rthsy+ devem ser cultivadas em meio DMEM suplemen- 
tado com 200 pM de glutamina, 10% de soro fetal bovino e 0,5 mg/mL 
de higromicina B. Uma placa de Petri de 15 cm deve ser preparada para a 
fusão de células inteiras. 

2) As células deverão ser alimentadas com 30 mL do meio fresco 16 a 20 
horas antes da fusão. 
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3) Cultivar as células até aproximadamente 70% de confluência. 

4) Remover o meio de cultura. 

5) Enxaguar a cultura com 10 mL de PBS e em seguida remover o PBS. 

6) Adicionar 2 mL de tripsina 0,2% e deixar incubar durante 5 a 10 minutos. 

7) Transferir o conteúdo da placa para um tubo e centrifugar a 400 g por 5 
minutos e descartar o sobrenadante. 

8) Acrescentar 10 mL de PBS, ressuspender as células e centrifugar nova- 
mente sob as mesmas condições descritas acima. Ao final, descartar o 
PBS. 

9) Ressuspender as células em 5 mL de meio de cultura DMEM livre de soro 
e preaquecido. 


Microcélulas 

1) As células LA 9hrrt-hsy+ devem ser cultivadas em meio DMEM suplemen- 
tado com 200 pM de glutamina, 10% de soro fetal bovino e 0,5 mg/mL 
de higromicina B. Quatro placas de Petri de 15 cm devem ser preparadas 
para a fusão de microcélulas. 

2) As células deverão ser alimentadas com 30 mL do meio fresco 16 a 20 
horas antes do tratamento com colcemida. 

3) Quando a cultura alcançar cerca de 70% de confluência, adicionar 

0,1 pg/mL de colcemida. 
4) Incubar as células durante 24 horas a temperatura de 37 °C. 

) Remover o meio de cultura. 

) Enxaguar a cultura com 10 mL de PBS e remover o PBS. 

) Adicionar 2 mL de tripsina 0,2% e deixar incubar durante 5 minutos. 

) Transferir o conteúdo da placa para um tubo e centrifugar a 400 g por 5 

minutos e descartar o sobrenadante. 

9) Acrescentar 10 mL de meio DMEM livre de soro preaquecido, ressuspen- 
der as células e centrifugar novamente sob as mesmas condições descritas 
acima. Ao final descartar o sobrenadante. 

10) Ressuspender as células obtidas de cada placa de Petri em 40 mL de 
uma solução contendo percoll+ DMEM livre de soro preaquecido (1/1) e 
10 pg/mL de citocalasina B. 

11) Transferir a solução contendo as células para um tubo de policarbonato 
com capacidade para 40 mL. 


5 
6 
7 
8 


Fusao mediada por PEG 
12) Centrifugar as amostras de células a 19,000 rpm a 37 °C durante 75 
minutos. 


896 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


13) Recolher aproximadamente 15 mL do sobrenadante contendo as micro- 
células sem tocar no gel formado no fundo do tubo. 

14) Misturar 15 mL de microcélulas com 35 mL de meio DMEM livre de soro 
preaquecido. 

15) Centrifugar a 500 g por 10 minutos. 

16) Juntar os pellets de microcélulas e divida-o em dois tubos de teste com 
capacidade para 50 mL. 

17) Para lavar as microcélulas, acrescentar em cada tubo 50 mL de meio 
DMEM livre de soro preaquecido, e centrifugar a 400 g por 5 minutos. 

18) Repetir o passo 17. 

19) Ressuspender as microcélulas em 5 mL de meio DMEM livre de soro 
preaquecido. 


Células receptoras 

1) As células DT40hr er devem ser cultivadas em meio DMEM suplemen- 
tado com 200 pM de glutamina, 10 pM B-mercaptoetanol, 10% de soro 
fetal bovino e 1% de soro de galinha. 

2) Adicionar igual volume de meio fresco na cultura de células 16 a 20 horas 
antes da fusão. 

3) Deixar as células crescerem até uma densidade de aproximadamente 10º 
células por mililitro. 

4) Coletar 30 mL de células inteiras para a fusão celular ou aproximada- 
mente 60 a 80 mL de microcélulas. 

5) Centrifugar a 400 g por 5 minutos e descartar o sobrenadante. 

6) Para lavar as células ou microcélulas, acrescentar 10 mL de meio DMEM 
livre de soro preaquecido. 

7) Centrifugar novamente conforme as condições acima e conservar o pellet. 


Fusão das células doadoras e receptoras 

1) Misturar os pellets das células receptoras (D'T40r+r) com 5 mL de 
células doadoras (LA 9rr-»sy*) ou com o mesmo volume das microcélulas 
derivadas de LA 9hprt-hey+, 

2) Centrifugar a mistura de células a 400 g por 5 minutos. Descartar o 
sobrenadante. 

3) Ressuspender as células com 1 mL de meio DMEM livre de soro e incubar 
por 10 minutos em temperatura ambiente. 

4) Centrifugar novamente a 400 g por 5 minutos. 

5) Adicionar 1 mL de PEG 1500 (50%) ao pellet suavemente dentro de 30 
segundos e incube por 2 minutos em temperatura ambiente. 
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9) 
10) 


11) 


Adicionar 10 mL de meio DMEM livre de soro lentamente e deixe ocorrer 
a fusão em temperatura ambiente durante 30 minutos. 

Lavar a amostra fundida duas vezes usando 50 mL de meio DMEM livre 
de soro. 

Ressuspender o pellet de células em 100 mL (para células inteiras) ou 200 
mL (para microcélulas) de DMEM suplementado com 200 pM de gluta- 
mina, 10 pM P-mercaptoetanol, 10% de soro fetal bovino e 1% de soro 
de galinha em um frasco com 180 cm?. 

Incubar durante 2 horas a 37 °C. 

Transferir a suspensão de células para um novo frasco (180 cm?) e descar- 
tar o frasco anterior com as células aderidas. 

Incubar a suspensão de células durante no mínimo 24 horas a 37 ºC. 


Seleção de híbridos, clonagem e caracterização 


1) 


2) 


1. Aplicar dupla seleção positiva na cultura com uma concentração final 
de HAT(1x) e 2 mg/mL de higromicina B. 

Dividir a suspensão de células em cinco placas de 96 poços para as células 
inteiras fusionadas ou dez placas de 96 poços para as microcélulas fusio- 
nadas, colocando 200 pL de suspensão em cada poço. 

Incubar a cultura por aproximadamente 10 a 15 dias a 37 ºC. 

Escolher colônias híbridas de poços de placas individuais. 

Dividir cada colônia em duas porções. 

Usar uma porção para a análise através da PCR. Os primers para PCR 
P1 e P2 são usados para detectar a região da sequência marcada no mini- 
cromossomo das células híbridas. 

Transferir a segunda porção para uma placa de 24 poços para expandir 
a cultura. 

Transferir a cultura para um frasco de 25 cm? após aproximadamente 3 
a 5 dias e incubar por aproximadamente 5 a 7 dias. 

Usar aproximadamente 107 células para as análises de eletroforese em 
campo pulsado e hibridização fluorescente in situ, usando os métodos 
convencionais. O DNA satélite alfoide da região centromérica do cromos- 
somo Y humano marcado com *2P é usado para detectar o minicromos- 
somo em células híbridas através de eletroforese em campo pulsado. O 
DNA satélite alfoide da região centromérica do cromossomo Y humano 
marcado com biotina é usado para detectar o minicromossomo em célu- 
las híbridas através de hibridização fluorescente in situ. À estreptavidina 
Alexa Fluor 488 e o anti-estreptavidina biotinilado são usados no sistema 
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21.1 INTRODUÇÃO 


Há vários fatores que podem influenciar a eficiência da adsorção viral, a 
saber: quantidade de ligantes sobre a superfície viral, o número de partículas 
virais e de células. Temperatura, pH e a presença ou não de íons específicos 
também podem interferir na eficiência da adsorção. 

O primeiro passo para a entrada dos vírus na célula é a interação destes 
com um receptor na superfície da célula alvo. Estes receptores são moléculas 
utilizadas pela célula para outros fins, e os vírus se adaptaram a eles para 
entrar na célula. 

Após a ligação dos vírus a seus receptores, podem ocorrer: 

1) mudanças conformacionais nas proteínas da partícula viral que conduz 

a uma associação com outros receptores, fusão da membrana e entrada 
do vírus; 
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2) transdução de sinal através da membrana plasmática que conduz à 

entrada do vírus ou; 

3) entrada do vírus na célula por meio de várias vias endocíticas. 

Muitos vírus utilizam vários tipos de receptores para entrar na célula. Eles 
interagem com seus receptores simultaneamente ou em série, e também podem 
utilizar receptores diferentes para entrar em diferentes células. Quando múl- 
tiplos receptores são necessários para que haja uma infecção produtiva, por 
convenção a primeira molécula a que o vírus se liga é denominada receptor e as 
demais são correceptores. Um exemplo é o vírus HIV, que tem como receptor 
CD4 e correceptores CXCR4/CCRS!2, Atualmente um número expressivo de 
receptores virais estão descritos. Para a identificação de receptores virais pode- 
se utilizar expressão gênica, métodos bioquímicos e imunológicos. 

As células dispõem de uma variedade de mecanismos de internalização 
de moléculas, e os vírus, por sua vez, desenvolveram estratégias para utilizar 
das vias de endocitose celular para alcançar o citoplasma ou o núcleo da 
célula, dependendo do ciclo de replicação da partícula viral. A entrada dos 
vírus na célula pode ocorrer por penetração direta (vírus não envelopados) 
ou fusão com a membrana plasmática (vírus envelopados) e por endocitose 
(vírus envelopados e não envelopados) (Figura 21.1). 
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Figura 21.1 Entrada dos vírus na célula: (A) entrada por fusão; (B) entrada por endocitose. 
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A fusão do envelope de virus envelopados com a membrana celular ocorre 
de dois modos: fusão mediada por ligantes do vírus e entrada mediada por 
endocitose. No primeiro modo, após adsorção o vírus se funde à membrana, 
o nucleocapsídeo é liberado no interior da célula e o seu envelope perma- 
nece sobre a membrana celular. Esse processo de fusão independe de pH. No 
segundo modo, após adsorção do vírus via receptor, a célula é estimulada a 
internalizar a partícula viral por meio de vesículas endocíticas. Estas vesí- 
culas se fundem com lisossomos, que possuem pH interno ácido. Devido 
ao baixo pH, mudanças conformacionais em proteínas do envelope viral 
facilitam a fusão da membrana do envelope com a membrana da vesícula 
endocítica. Este processo é dependente de pH. 

A maioria dos vírus não envelopados entram na célula via endocitose 
mediada por receptor. Endocitose é um processo celular utilizado para inter- 
nalizar diferentes moléculas. Há diferentes tipos de endocitose descritos, que 
diferem quanto ao mecanismo pelo qual a vesícula é formada e quanto ao 
tamanho da vesícula endocítica e da carga, a saber: fagocitose, macropino- 
citose, endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e 
endocitose independente de clatrina e caveolina. Endocitose independente de 
clatrina e caveolina pode ocorrer através das CLIC (do inglês, Clathrin and 
dynamin independent carriers), que é uma vesícula independente de clatrina 
e dinamina, derivada da membrana plasmática” (Figura 21.2). 
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Figura 21.2 Vias de endocitose. Partículas grandes podem ser englobadas por fagocitose, e macromoléculas fluidas, por macropino- 
citose. Diversas moléculas podem ser internalizadas por diferentes vias endociticas. As vesiculas endociticas podem ser revestidas por 
proteínas, e desse modo tem-se a endocitose dependente de clatrina, dependente de caveolina e independente de clatrina e caveolina. 
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A entrada dos vírus por endocitose é um processo complexo envolvendo 
centenas de proteínas celulares. E a entrada por esta via oferece muitas van- 
tagens, como por exemplo: permitir que os vírus de animais consigam vencer 
barreiras como a membrana plasmática e o microambiente do citoplasma 
celular. Alguns estudos indicam que herpesvírus humano tipo 1 e mimivírus 
podem entrar na célula por fagocitose* >. Entre os vírus que entram na célula 
por macropinocitose estao®*: virus da vaccinia, HHV-8 e HIV-1. Além dessa 
via, o HIV também entra na célula por endocitose”. 

A endocitose mediada por clatrina é a via mais utilizada pelos vírus e é, 
geralmente, rápida e eficiente. Por esta via, os vírus são expostos ao meio 
ácido do endossoma e em poucos minutos, após a internalização e devido 
ao baixo pH, muitos vírus sofrem alterações que conduzem à liberação do 
seu genoma no interior da célula. Dependendo do pH, o local da penetração 
será o endossomo precoce (pH 6,5 a 6,0) ou tardio (pH 6,0 a 5,5)!º. Os vírus 
Influenza utilizam, principalmente, esta via para infectar as células. 

Na via de endocitose dependente de caveolina, a formação da vesícula 
endocítica primária é dependente de colesterol, rafts lipidícos e uma com- 
plexa via de sinalização envolvendo tirosina-quinases e fosfatases. Os vírus 
mais bem estudados que utilizam esta via para entrar na célula são os polio- 
mavírus!!: SV40, vírus BK e JC. 

Entre os vírus que utilizam vias independentes de clatrina e caveolina, 
estão o HPV-16, rotavirus, LCMV e Influenza A. No caso do Influenza, este 
processo acontece em paralelo com a endocitose mediada por clatrina!2-!º. 

Dependendo do vírus, do tipo de célula e do microambiante, os vírus são 
capazes de explorar uma gama de diferentes vias de endocitose para entrar 
na célula. Apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos de entrada 
dos vírus na célula, ainda há muitas lacunas a serem preenchidas. 

Investigar os mecanismos de entrada do vírus na célula é um grande desa- 
fio por causa das diversas vias de entrada e da complexidade envolvida 
no processo. Cada via envolve inúmeras interações físicas e químicas entre 
o vírus e a célula hospedeira. Os avanços em técnicas experimentais em 
diferentes áreas têm contribuído para melhorar o conhecimento sobre este 
importante processo. 

A compreensão sobre o modo como os vírus conseguem infectar uma 
célula é de grande relevância não somente para a pesquisa de drogas antivi- 
rais. É importante, também, para a produção de vacinas. Além disso, vírus 
de plantas, animas e bacteriofagos têm aplicações biomédicas e nanotecno- 
logicas, como a distribuição de fármacos e a terapia dirigida!*. Moléculas 
seletivas, como peptídeos ou anticorpos, podem ser adicionadas a superficie 
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do capsídeo viral por métodos químicos ou genéticos e conferir à partícula 
viral seletividade e afinidade ao local de interesse terapêutico. Vetores virais 
também podem ser utilizados para o tratamento de câncer. 


21.2 HISTÓRICO 


Como parte da luta contra os vírus, os cientistas têm tentado compreen- 
der tudo sobre estes minúsculos, mas complexos, inimigos. Aprendemos 
muito sobre eles nas últimas décadas. Por exemplo, com a ajuda de potentes 
microscópios, métodos genéticos e bioquímicos, os cientistas descobriram 
que os vírus contêm somente as informações necessárias para o reconheci- 
mento de células hospedeiras e replicação de seu genoma no interior destas. 
Dada a sua simplicidade, os vírus são dependentes da maquinaria biossin- 
tética da célula hospedeira. Um exemplo é o fato de os vírus utilizarem a 
via endocítica celular para a entrada na célula. À ironia é que, ao estudar 
os mecanismos de entrada dos vírus, os cientistas obtiveram uma maior 
compreensão da maquinaria endocítica celular. 

À nossa compreensão atual sobre endocitose provém de duas importantes 
observações feitas na década de 1970. Primeiro, Ralph Steinman e colabo- 
radores utilizaram bioquímica quantitativa e de microscopia eletrônica para 
demonstrar que as células de mamíferos em cultura eram capazes de inter- 
nalizar grande quantidade de membrana plasmática. Esses cientistas obser- 
varam que a maior parte da membrana internalizada depois era regenerada 
pela membrana plasmática!*. 

Segundo, Michael Brown, Joseph Goldstein e colaboradores, ao estudar 
a regulação do metabolismo do colesterol, pretendiam encontrar um trata- 
mento para doenças causadas por níveis altos de colesterol sérico. Ao estu- 
dar a absorção de lipoproteínas de baixa densidade (low density Iypoprotein 
- LDL) pelos fibroblastos da pele, eles observaram que a internalização de 
LDL é mediada por um receptor específico, presente na superfície das célu- 
las. Eles criaram o termo “endocitose mediada por receptor” para descrever 
a entrada de LDL nas células'’. Em outra série de experimentos, Brown e 
Goldstein utilizaram o microscópio eletrônico para estudar a endocitose de 
LDL e vários outros ligantes. Eles observaram que as vesículas responsá- 
veis pela endocitose dessas moléculas eram “vesículas revestidas”. Brown e 
Goldstein ganharam o Prêmio Nobel por suas contribuições relevantes para 
o estudo do metabolismo do colesterol, incluindo a descoberta de endocitose 
mediada por receptores. 
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Ainda nos anos 1970, Ari Helenius começou a trabalhar com o vírus 
Semliki Forest (SFV), um vírus isolado pela primeira vez a partir de mos- 
quitos em Uganda e capaz de causar doenças nos seres humanos e animais. 
Helenius e colaboradores, utilizando microscopia e estudos bioquímicos, 
descobriram que SFV após adsorção à membrana celular entrava nas células 
utilizando a via endocítica mediada por clatrina!'*. O trabalho de Helenius 
liga a história dos vírus à história da endocitose. 

Passado um razoável tempo após essas descobertas, novas vias de 
entrada dos vírus nas células foram descobertas, e são clatrina/caveolina 
independentes. 

Os principais artigos que contribuíram para um melhor entendimento dos 
mecanismos de entrada dos vírus nas células são: 

e 1980: Detecção de partículas de vírus individuais marcadas por fluo- 
rescéncia em células de mamíferos fixadas'!*. 

e 1981: Primeiro experimento de rastreamento de partícula individual 
em células vivas: rastreamento do complexo LDL-receptor". 

e A partir de 1985: Desenvolvimento de técnicas de imagem e algorit- 
mos para rastreamento de partícula individual em 2D?º2, 

e 1990-1992: Detecção precoce de vírus individuais em células vivas 
por meio de microscopia de fluorescência com imagem em vídeo?>?. 

e A partir de 1991: Desenvolvimento de proteínas fluorescentes para 
imagem celular?*2. 

e 1995: Primeira imagem multicolorida do egresso viral?*. 

e 1998: CD4 é o receptor para a entrada do HIV”. 

e A partir de 1998: Estudos sistemáticos dos mecanismos de entrada 
viral através da membrana plasmatica***". 

e A partir de 2001: Estudos sistemáticos de egresso viral pela mem- 
brana plasmática. 

e 2005: Estudo de mecanismos de entrada viral por análises de imagens 
automatizadas em larga escala**. 

e 2005: Primeiros experimentos em animais para o rastreamento de 
vírus marcados com fluorescência”. 

e A partir de 2005: Rastreamento quantitativo de partículas individuais 
em 303637, 

e A partir de 2005: High-throughput screening de inibidores de entrada 
virais, 

e A partir de 2008: Por meio da triagem de siRNA para genes que afe- 
tam a entrada do vírus Junin, canais de cálcio voltagem-dependentes 
foram identificados como um bom alvo terapêutico para este vírus”. 
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e A partir de 2010: Utilizando RNAi, foi possível identificar uma ubi- 
quitina ligase como sendo essencial para a liberação do vírus influenza 
A do endossoma durante a sua entrada na célula*º. 


21.3 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS 


A entrada do vírus na célula hospedeira é o primeiro passo para o esta- 
belecimento de uma infecção produtiva para ambos os tipos de vírus, enve- 
lopados e não envelopados. Os mecanismos de entrada do vírus na célula 
são extensivamente estudados e têm contribuído para o desenvolvimento de 
agentes terapêuticos de combate às infecções virais. Além disso, a especifi- 
cidade dos vírus aos seu receptores é utilizada como alvo em estudos para o 
tratamento do câncer e a correção de doenças genéticas. 


21.3.1 Inibidor da entrada dos virus na célula 


Várias drogas que bloqueiam a ligação do vírus a um receptor ou corre- 
ceptores estão sendo desenvolvidas. À entrada do vírus da imunodeficiên- 
cia humana tipo 1 (human immunodeficiency virus-1 — HIV-1) em células 
TCD4 é mediada pela ligação da glicoproteína do envelope, gp120 e gp41, 
ao receptor CD4 e a receptores de quimiocinas (CCRS ou CXCR4), com 
subsequente fusão do envelope viral à membrana celular. Os alvos terapêu- 
ticos podem ser direcionados aos vários estágios da entrada do vírus. Recep- 
tores antagonistas podem impedir a adsorção viral, e inibidores de fusão 
podem bloquear as alterações conformacionais necessárias para a fusão 
da membrana. Maraviroc e Enfuvirtide são duas drogas antirretrovirais, já 
aprovadas pela FDA, que atuam inibindo a entrada do HIV na célula. Inú- 
meras outras moléculas derivadas de produtos naturais ou sintéticos têm 
sido testadas em fase experimental e demonstram resultados promissores 
(Tabela 21.1). 

Comparados ao HIV, os mecanismos de entrada de outros vírus de impor- 
tância clínica não estão bem elucidados. Porém, atualmente tem crescido o 
número de estudos que investigam o bloqueio da entrada viral de diversos 
vírus de importância médica. 
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Tabela 21.1 Inibidores da entrada do vírus HIV na célula 














DROGA MECANISMO DE AÇÃO 
se Liga-se a CCR5, impedindo uma interação com gp120. “Antagonista 
do receptor da quimiocina” ou “inibidor de CCR5”. 
a Liga-se a gp41 e interfere em sua capacidade de aproximar as duas 
Enfuvirtide rs i sa E 
membranas. É também conhecido como um inibidor de fusão. 
Vicriviroc Semelhante ao Maraviroc. É um inibidor de CCR5. 
Cenicriviroc Inibidor dos receptores CCRZ e CCRS. 
Enfuvirtide Liga-se ao gp41 e interfere em sua habilidade de aproximar as duas membranas, viral e celular. 
BMS-626529 Uma pequena molécula que interfere na interação de células T (D4 e gp120. 
Galato de Um polifenol, uma substância encontrada no chá verde, parece interagir 
epigalocatequina com gp120, como fazem várias outras flavinas de chá. 
VIR-576 É um peptídeo sintetizado, que se liga a gp41, evitando a fusão do vírus com a membrana celular. 
ade Lectina ligante de carboidrato, uma substância derivada de algas, 
Griffithsin é ea 
parece ter propriedades inibidoras de entrada. 
Scytovirin Cianobactéria, atua como um potente inibidor da entrada do HIV-1. 
PRO 140 Anticorpo monoclonal que se liga a (CRS. 


Ibalizumab/ TNX-355 Anticorpo monoclonal que se liga a CD4 e inibe a ligação de gp120. 


VRCOI, PGT121-145 etc. Proteínas de superfície do HIV capazes de induzir a produção de anticorpos 
neutralizantes que se ligarão ao vírus e impedirão a sva ligação ao receptor. 


21.3.2 Viroterapia 


Viroterapia não é um conceito novo, mas os avanços técnicos recentes no 
campo da biotecnologia melhoraram sua especificidade, levando ao desen- 
volvimento de novos alvos no tratamento do câncer, na terapia gênica para 
corrigir defeitos genéticos e na imunoterapia contra patógenos. Entretanto, 
muitos desafios ainda precisam ser superados até que a viroterapia esteja 
disponível como uma opção de tratamento segura e eficaz. Vários vírus de 
RNA e DNA são utilizados, porém, os retrovírus e os adenovírus estão entre 
os vetores virais mais comumente utilizados nos ensaios. Os adenovírus, ao 
contrário dos retrovírus, não incorporam o seu material genético ao genoma 
da célula-alvo. Outros vetores virais, tais como, vírus adeno-associados, 
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vírus do sarampo e herpes simplex, também são utilizados. O uso de cada 
vetor viral apresenta vantagens e desvantagens. 

No contexto da utilização dos receptores virais, estes são específicos para 
o tipo de células que infectam. No entanto, o tropismo celular pode ser gene- 
ticamente alterado, de modo a direcionar o vírus para um determinado tipo 
celular de escolha. Esta especificidade é essencial para a utilização dos vírus 
como agentes terapêuticos, somado à vantagem da ausência de resistência, 
observada no uso de drogas. Essas terapias ainda são incipientes, e mais 
estudos são necessários para avaliar sua segurança. À seguir, são apresenta- 
dos alguns exemplos de como os vírus podem ser geneticamente modificados 
e se tornarem específicos para um determinado tipo celular. 

Seleção de cepas virais naturais que infectam células com ambiente celu- 
lar modificado ou expressando receptores específicos sobre as células alvo. 
Exemplos: O vírus da doença de Newcastle (NDV), um paramixovírus aviá- 
rio, é tumor-seletivo e intrinsicamente onocolítico por causa de sua potente 
habilidade em induzir apoptose. Vários estudos comprovam que o NDV é 
seletivamente citotóxico às células tumorais, mas não às células normais, 
devido aos defeitos existentes na resposta antiviral via interferon (IFN) em 
células tumorais. Assim, vetores NDV podem ser utilizados seletivamente 
na terapia do cancer*!. Cepas do vírus do sarampo utilizadas na vacina pos- 
suem, naturalmente, propriedades antitumorais in vitro em vários tipos de 
câncer e em modelo murino. Este vírus utiliza moléculas CD46 como prin- 
cipal receptor de entrada na célula. Tais moléculas regulam negativamente o 
sistema complemento e são, geralmente, superexpressas em células cancerí- 
genas para escapar da lise mediada por complemento®. 

Alteração no domínio de proteínas virais para se ligar a diferente receptor 
celular. 

O glioblastoma é um tumor cerebral resistente às terapias convencionais 
e a segunda causa mais comum de morte por doença neurológica. A ausência 
de terapia efetiva para tumores cerebrais tem gerado intensas investigações 
de novas abordagens terapêuticas para estes tipos de tumores. O adenoví- 
rus sorotipo-5 (AdV-5) somente se replica em células defectivas para via de 
sinalização do supressor de tumor Rb/p16 e apresenta atividade oncolítica. 
O AdV-5-Delta 24RGD (DNX-2401) é um vírus oncolítico geneticamente 
modificado que contém o domínio arginina-glicina-ácido aspártico-4 cis- 
teína (RGD-4C) que se liga à integrina, permitindo a infecção de células 
tumorais independente da presença do receptor CAR. Testes em animais 
demonstram que estes vírus parecem não infectar células normais, não foi 
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observada citotoxicidade e 60% dos animais tratados sobreviveram por 
longo tempo. 

Vírus modificados para expressar novas proteínas na superfície da célula 
e alterar o tropismo celular. Exemplos: o vírus do sarampo utiliza uma pro- 
teína presente no envelope, a hemaglutinina (H), para se ligar a um de seus 
dois receptores, CD46 ou CD150,e à proteína de fusão (F) para mediar a 
entrada do vírus e subsequente distribuição viral célula a célula por fusão. 
A interação do vírus do sarampo com seus receptores naturais foi ablada, e 
um anticorpo de cadeia simples (scFv), específico para um receptor de folato 
A (do inglés folate receptor A — FRA), um alvo superexpresso em 90% dos 
cânceres de ovário não mucinosos, foi inserido ao vírus. Vírus de sarampo 
modificados para se ligar ao FRA podem infectar e destruir tumores positi- 
vos para FRA, como observado em experimentos em modelo murino*. 

Proteínas fusogênicas virais modificadas O exemplo mais bem conhecido 
sobre a entrada dos vírus na célula é por fusão. Muitas proteínas do enve- 
lope viral envolvidas no processo de fusão entre as membranas celular e 
viral dependem de ativação proteolítica. A clivagem das proteínas de fusão 
é essencial para a infectividade do vírus. Esta atividade proteolítica é espe- 
cífica para cada tipo de célula e define o tropismo celular. Vetores do vírus 
sendai, deficientes do gene M, foram produzidos e codificam para a proteína 
F modificada, sendo que o local de clivagem dessa proteína é alterado e esta 
pode ser clivada por diferentes proteases. Em células transfectadas com esse 
vetor, o RNA genômico presente no vetor é replicado, a infecção via pro- 
teína fusogênica é distribuída às células vizinhas dependendo da presença 
de outras proteases e não há liberação das partículas virais. Esses vetores 
que codificam proteínas F que são clivadas por proteases, cuja atividade é 
aumentada no câncer, demonstram efeito supressor do crescimento de tumo- 
res in vivo***, 

Pseudotipagem de virus. Exemplo: Vetores lentivirais pseudotipados con- 
sistem em particulas de vetores portadores de glicoproteinas (GP) derivados 
de outros vírus envelopados. Tais partículas possuem o mesmo tropismo 
do vírus a partir do qual foi derivada a GP. Por exemplo, para explorar o 
tropismo neural natural do vírus da raiva, vetores projetados para atacar o 
sistema nervoso central têm sido pseudotipados usando GP derivadas deste 
vírus. Entre as primeiras e ainda as mais amplamente utilizadas GP para 
a produção de vetores lentivirais pseudotipados estão as GP do vírus da 
estomatite vesicular (VSV-G), devido ao amplo tropismo e estabilidade dos 
pseudotipos resultantes*”. 
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Controle do tropismo celular através de microRNA. Exemplo: vírus 
oncolítico do sarampo derivado de cepa vivo-atenuada atualmente tem 
sido investigado em ensaios clínicos, incluindo um estudo de fase I para 
glioblastoma multiforme. Estudos pré-clínicos recentes demonstraram que 
o tropismo celular de vários tipos de vírus pode ser controlado através da 
inserção de sequências de microRNA-alvo nos seus genomas, inibindo assim 
a proliferação de tecidos que expressam microRNA cognatos. MicroRNA-7 
específico de neurônios é subregulado em gliomas, mas altamente expresso 
em tecido cerebral normal. Um vírus sensível a microRNA foi construído, 
e na presença de microRNA-7 tal modificação inibe a tradução de proteí- 
nas do envelope, restringe a produção e propagação de progênies virais. 
Embora altamente atenuado na presença de microRNA-7, este vírus mantém 
a sua eficácia contra xenoenxertos de glioblastoma. Além disso, a inibição 
mediada pelo microRNA protege camundongos suscetíveis à infecção pelo 
vírus oncolítico do sarampo. 


21.4 MÉTODOS UTILIZADOS PARA ESTUDAR OS 
MECANISMOS DE ENTRADA DOS VÍRUS NA CÉLULAS 


Estudar os mecanismos de entrada dos vírus na células é um grande desa- 
fio, pois há diversas vias de entrada e inúmeras etapas em cada uma delas. 
Cada via envolve numerosas interações físicas e químicas entre o vírus e 
a célula hospedeira. Métodos de imagem celular in vivo, que incorporam 
sondas fluorescentes em componentes virais, contribuem para o estudo da 
expressão de RNAm, interação, movimento e localização viral. 

Outros eventos da replicação viral no interior de uma célula hospedeira 
podem ser investigados por detecção não invasiva, como o rastreamento de 
um vírus individualmente, o que não inibe a infectividade viral ou função 
celular. Além disso, novas tecnologias, tais como varredura ou screening 
com pequenos RNA de interferência (small interfering RNA - siRNA), con- 
tribuem para a identificação de moléculas que participam de vários mecanis- 
mos envolvidos na adsorção e entrada do vírus na célula. Quando aplicada 
no contexto de infecções virais, validada e acompanhada, as informações 
obtidas através dessa abordagem de triagem fornecerá uma nova e mais 
completa compreensão das bases celulares de doenças infecciosas*. 

Além disso, para avançar é importante usufruir das novas tecnologias, 
incluindo o rastreamento individual de vírus, métodos quantitativos de 
imagem celular in vivo e técnicas avançadas em microscopia eletrônica, 
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atreladas à melhoria dos ensaios para acompanhar passo a passo as etapas 
que os vírus precisam alcançar para infectar uma célula. 


21.4.1 Microscópio de fluorescência 


Existem duas estratégias gerais para a marcação dos vírus: a fusão de 
uma proteína viral-alvo com uma proteína fluorescente (PF), ou a marcação 
química direta com pequenas moléculas de corante. Para fundir uma PF às 
estruturas virais, a sequência de DNA da PF deve ser geneticamente modi- 
ficada na matriz de leitura aberta (do inglês open reading frame — ORF) da 
proteína viral. As proteínas do capsídeo ou do tegumento são alvos para a 
marcação”. 

Diferentemente da marcação com PF, marcadores químicos (MQ) podem 
ser ligados a estruturas virais em diferentes estágios do ciclo de replicação 
viral. Um aumento do número de MQ com características diferentes pode 
se ligar covalentemente ou não às diferentes moléculas-alvo. Por exemplo, 
o capsídeo de vírus não envelopado pode ser covalentemente marcado com 
corantes aminorreativos (os vermelhos Cy5, Alexa 647 e a também verme- 
lha proteína mCherry, por exemplo)*º, e a membrana externa purificada de 
vírus envelopados podem ser marcadas por incorporação de corantes lipofí- 
licos (DiD, DII e análogos)*!. Marcações de genomas virais podem ser feitas 
através da infecção de células, na presença de nucleotídeos marcados com 
fluorescência ou corantes que se ligam a ácidos nucleicos. Os anticorpos 
não são, geralmente, utilizados para a marcação de vírus em experimentos 
de rastreamento em células vivas, porque eles podem bloquear a função de 
proteínas virais após a ligação. 


21.4.2 Microscopia eletrônica 


À microscopia eletrônica (ME), incluindo microscopia eletrônica de var- 
redura (MEV) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM), pode fornecer 
imagens estáticas com resolução próxima da escala nanométrica. Há mais de 
cinquenta anos, a ME tem sido rotineiramente explorada em investigações 
sobre a entrada do vírus na célula e fornece informações sobre a estrutura e 
composição viral. Como um exemplo mais recente, a micrografia eletrônica 
foi usada para estudar a entrada do HSV, e observou-se que a entrada se dá 
por endocitose ou por penetração direta na membrana celular, e isto depende 
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do tipo de célula. Quando combinado com estudos funcionais que medem a 
entrada bem-sucedida de partículas virais que iniciam a infecção produtiva, 
a análise por ME sustenta a hipótese de que tanto a via endocítica quanto a 
não endocítica são possíveis para a entrada do HSV*2, 

Experimentos com ME são, normalmente, realizados em condições restri- 
tas e em células fixadas, o que é muitas vezes incompatível com um ambiente 
de células vivas. Além disso, as interações dinâmicas importantes são geral- 
mente negligenciadas em quantificações feitas por ME». 

A natureza e a complexidade do processo de entrada dos vírus na célula 
exigem uma investigação em nível da biologia dos sistemas. Isso requer um 
conhecimento interdisciplinar e experiência em biologia celular, molecular e 
estrutural, bem como o trabalho de colaboração e complementaridade entre 
a investigação experimental e teórica/modelagem. 


21.5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 


Os vírus desenvolveram mecanismos sofisticados para utilizar a maqui- 
naria da célula hospedeira a fim de estabelecer uma infecção produtiva. Os 
recentes avanços no campo da engenharia genética e microscopia melhora- 
ram nosso entendimento sobre os mecanismos envolvidos na entrada dos 
vírus nas células. Além disso, a complexidade do processo de entrada viral 
via endocitose requer investigações multifatoriais, o que exige conhecimento 
interdisciplinar e experiência em biologia celular, molecular e estrutural, bem 
como o trabalho complementar entre a investigação teórica e experimental. 

Estudos sobre a entrada dos vírus nas células constituem uma importante 
área de pesquisa com forte potencial para a identificação de novas estratégias 
para prevenir epidemia e pandemia de doenças virais causadas pelo HSV, 
HIV, papilomavírus, Influenza e muitos outros vírus. As investigações nesta 
área contribuem não somente para o entendimento da história natural 
de infecções virais e a descoberta de novas drogas para o tratamento dessas 
infecções, mas também nos ajudará a projetar melhores vetores virais de 
terapia gênica e vacinas protetoras. 
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22.1 INTRODUCAO 


Hoje, a tecnologia de DNA recombinante e vetores para transferéncia 
gênica faz parte da rotina dos laboratórios de pesquisa. O sequenciamento 
de 3 bilhões de pares de bases do genoma humano chamou a atenção para o 
fato de que o grande volume de informações sobre a sequência descritiva de 
bases não é acompanhado por volume equivalente de conhecimento funcio- 
nal, ou seja, o nosso entendimento de funções moleculares ainda é limitado. 
Transferência gênica é uma estratégia que viabiliza a introdução e expressão 
de sequências de DNA em células para que funções das sequências de DNA 
possam ser reveladas. Vetores de transferência gênica são potentes ferra- 
mentas geradoras de conhecimento funcional e capaz de mover as desco- 
bertas da etapa de diagnóstico até a etapa de terapia gênica. A transferência 
gênica pode ser empregada de diferentes maneiras, dependendo do obje- 
tivo do ensaio, incluindo interesses voltados para pesquisa básica, produtos 
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biotecnológicos ou terapêuticos. Pesquisadores estão familiarizados com a 
metodologia de transferência gênica, desde simples transformação de células 
de procarioto com plasmídeos regulares, até transdução de células de mamí- 
feros com sofisticados vetores virais. Células geneticamente modificadas têm 
sido amplamente exploradas na bioindústria, incluindo a produção de pro- 
teínas recombinantes, vacinas, produção de anticorpos, entre outros. 

Este capítulo tem como foco central a aplicação de transferência gênica 
no tratamento de doenças humanas com visão das diferentes etapas, desde 
a escolha do sistema de transferência gênica até os protocolos clínicos expe- 
rimentais, utilização de DNA com fins terapêuticos, a conhecida terapia 
gênica e suas ferramentas mais promissoras, além dos vetores virais de trans- 
ferência gênica. 


22.2 HISTÓRICO DA TECNOLOGIA DE TRANSFERÊNCIA GÊNICA 


À ideia de usar a tecnologia de transferência gênica para fins terapêuticos 
e biotecnológicos não é nova e tem sido uma fiel acompanhante dos estudos 
de manipulação genética. Em 1947, Tatum e Lederberg observaram pela 
primeira vez o processo de transferência gênica entre bactérias, denominado 
conjugação!. Cinco anos depois, em 1952, Zinder e Lederberg mostraram 
que vírus bacterianos (bacteriófagos) também podem funcionar como veí- 
culos de transferência de material genético entre bactérias?. Ambas as publi- 
cações inspiraram em 1960 a criação da expressão “terapia gênica” para 
descrever o uso dessa metodologia com fins terapêuticos, de certa forma pre- 
vendo o surgimento do primeiro protocolo de transferência gênica realizado 
em células de mamíferos, descrito por Szybalska e Szybalski em 1962º. Cer- 
tamente, terapia gênica é uma das aplicações da tecnologia de DNA recom- 
binante com maior impacto e potencial sobre o tratamento de doenças e 
introdução de novos procedimentos clínicos. A Tabela 22.1 exibe a linha do 
tempo da transferência gênica, desde as primeiras descrições de transdução 
de células de procariotos até o licenciamento do primeiro vírus terapêutico 
para comercialização e uso em humanos no mundo ocidental. 
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Tabela 22.1 Linha do tempo indicando as principais descobertas no campo da transferência gênica 














ANO EVENTO PESQUISADORES DESCRIÇÃO DO EVENTO 
Observação do “principio Descreveu a transformação de bactérias pneumococos 
1928 f po s P Griffith não virulentas (forma R, tipo |) em bactérias 
da transformação”. . : 
pneumococos virulentas (forma S, tipo Il). 
É identificado que o “princípio z E 
1944 ionsfoemanti” 6a MA Avery, Macleod e McCarty  Demonstraram que o DNA induz a transformação de pneumococos. 
1947 sm bi nee Tatum e Lederberg’ Transferência de material genético entre bactéria. 
gênica via conjugação 
onran kisan ; à Observação de que bacteriófagos (virus de bactérias) podem 
1952 para descrever mecanismo Zinder e Lederberg : tei, x 
re transferir material genético de uma bactéria para outra. 
de transferência gênica. 
Citado por: Walters, LeRoy. 
Eai Gene Therapy: Overview. A expressão “terapia gênica” é utilizada para 
1960 P pag In Encyclopedia of Ethical, descrever o procedimento de transferência de 
começa a ser usada. Lie ceção j v 
Legal, and Policy Issues material genético com fins terapêuticos. 
in Biotechnology 
Mesin Yon ação É O estudo foi realizado com células de galinha 
1961 genética também pode partir Termin 5 
infectadas com virus de sarcoma de Rous (RSV). 
do RNA para o DNA. 
Primeiro ensaio documentado Demonstrou que um defeito genético podia ser “reparado” 
1962 de transferência gênica com Szybalska e Szybalski com transferência de DNA normal e que o gene transferido 
células de mamíferos. (exógeno) podia ser herdado pelas células-ilhas. 
Primeiro crítico artigo discutindo O sucesso dos mecanismos de transformação estimulam as 
1966 a possibilidade de uso de Tatum primeiras discussões de que a engenharia gênica poderia ser 
vírus em terapia gênica. uma nova estratégia para tratamento de doenças genéticas. 
1968 Dernonstragio da que os vius stò Roger e Pfuderer 0 virus do mosaico do tabaco foi usado como um veículo. 


veículos de transferência gênica. 
Revista Science publica o 


Perspectiva de que o tratamento genético poderia compensar 





1972 artigo “Gene therapy for Friedman e Robin” ee É 
e E erros na sequência de DNA associado com doenças. 
human genetic disease?” 
Primeiro de teria O fipo selvagem do Shope papilomavírus foi usado 
1973 y Roger e colegas com objetivo de inserir o gene para arginase em duas 
gênica em humanos. ; ey À 
pacientes portadoras de anomalia no ciclo da ureia. 
O estudo foi realizado com dois pacientes portadores de 
1980 Primeiro protocolo de terapia gênica Cline? B-talassemia. Um paciente foi tratado na Itália e outro 


utilizando DNA recombinante. 


em Israel. Células da medula óssea foram removidas dos 
pacientes e o gene da (3-globina foi introduzido. 
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ANO EVENTO PESQUISADORES DESCRIÇÃO DO EVENTO 
Linfócitos infiltrados no tumor (tumor infiltrating linphocytes 
Primeiro protocolo de —TIls) foram removidos de mestastase de melanoma, 
transferência gênica em humanos transduzidas ex vivo com retrovirus recombinante portador do 
1990. cas Rosenberg a aa 
oficialmente aprovado (protocolo gene marcador neo (gene bacteriano que promove resistência 
sem fins terapêuticos). ao antibiótico neomicina). Em seguida, as células geneticamente 
modificadas foram implantadas no paciente doador. 
o Tratamento de duas crianças com deficiência em adenosina 
Em 14 de setembro, o primeiro à ; 
E É deaminase (ADA-SCID). Células brancas do sangue foram 
1990 protocolo clínico de terapia Bluese . E : 5 
aren Fotonin geneticamente modificadas ex vivo com vetor retroviral 
9 i recombinante portador do gene para adenosina deaminase (ADA). 
Publicação do primeiro Este documento recebeu registro federal nos EUA. Iniciativa para 
1991 documento: “Points to Consider Center for Biologics Evaluation estabelecer um guia para manufaturação de vetores de transferência 
in Human Somatic Cell Therapy and Research — FDA, EUA gênica e linhagens celulares para aplicação clinica. Esta versão foi 
and Gene Therapy”. atualizada em 2001 incluindo novos vetores e transdução in vivo. 
Primeiro protocolo utilizando Tratamento de dois pacientes com melanoma 
1992 transferência gênica para Rosenberg utilizando transdução ex vivo de TILs com retrovírus 
tratamento do câncer. portador do gene do fator de necrose tumoral. 
Morte do paciente J. Gelsinger. O paciente participou de protocolo experimental para 
Primeira fatalidade de protocolo tratamento de deficiência de orninina transcarbamilase (OTO). 
1999 de terapia gênica diretamente Wilson, Batshaw e Raper O protocolo de fase | tinha como principal objetivo investigar 
atribuído à administração o escanolomento de doses de vetor adenoviral portador 
de vetor adenoviral. do gene OCT administrado no figado dos pacientes. 
2000 Comunicação de sucesso no Ei sons Tansdução ex vivo de células C34+ recolhidas 
tratamento de SCID-X1. da de pacientes com vetor retroviral. 
Cs SO desert 0 retrovirus usado no tratamento das crianças com 
it i dee SCID-X1 continha uma sequência enhancer capaz de ativar 
2002 ; e Cavazzano-Calvo e colegas proto-oncogenes, como LMO2. Apesar da fatalidade, a 
células T após terapia gênica. r sa Pe a a i 
à imunodeficiência foi corrigida em 18 das 20 crianças tratadas 
Uma criança faleceu. cio me É . 
(incluindo os diagnosticados com leucemia sobreviventes). 
Licenciado o primeiro sasama avi Medicamento para terapia gênica do cancer, Gendicine™ é um 
=. Administração de Alimentos ; 
2003 medicamento de terapia gênica à ; adenovirus portador do gene supressor de tumor p53. Voltado 
o : e Drogas da China ; 
para uso clinico na China. para o tratamento de carcinoma de cabeça e pescoço. 
Medicamento para terapia gênica do câncer, Oncorine™ é um 
Licenciado o segundo este ty ci adenovirus replicativo condicional. Oncorine™ contém uma 
. ~. Administração de Alimentos N a ne E 
2005 medicamento de terapia gênica t à deleção na região E1B que limita sua replicação apenas nas 
a ; e Drogas da China ; sh T 
para uso clinico na China. células defectivas no gene p53. Oncorine™ é aplicado em 
combinação com quimioterapia no tratamento de câncer. 
2009 Anúncio de sucesso no tratamento inite Virus adeno-associado foi utilizado para transferir 
de cegueira congênita de Leber. e o gene RPE65 para a retina dos pacientes. 
son dedo Boei 
2012 primeiro medicamento de terapia European Medicines Agency pop posa: oiy 


gênica para uso clínico na Europa. 


capaz de transferir e expressar o gene da lipoproteina 
lipase no tecido muscular dos pacientes. 
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A década de 1970 foi um período de rápido crescimento e amadureci- 
mento dos conceitos de DNA recombinante. Os primeiros exemplos de cons- 
trução de um vetor plasmidial recombinante e sua propagação em bactérias 
valeram o Prêmio Nobel de Química a Paul Berg em 1980, o qual con- 
tou com importante e significativa contribuição de Herbert Boyer e Stanley 
Cohen’. Essa tecnologia viabilizou o surgimento de uma nova indústria, a 
da biotecnologia e também despertou atenção para aspectos éticos na mani- 
pulação do material genético. Várias conferências foram realizadas com o 
objetivo de discutir a ética no emprego da tecnologia de DNA recombinante 
e a biossegurança de organismos geneticamente modificados”. 

Mesmo antes do surgimento do primeiro produto comercial destinado ao 
trabalho de construção de vetores (como as enzimas modificadoras de DNA), 
a ideia de usar vetores para tratamento de doenças humanas já estava sendo 
discutida. Publicado em 1972, o artigo de Friedmann e Roblin delineou os 
requerimentos e preocupações para a futura terapia gênica”. Nessa publica- 
ção, foi proposto que doenças genéticas, causadas por apenas um gene defei- 
tuoso (doenças monogênicas) poderiam ser tratadas utilizando um vetor, 
talvez um vírus recombinante, capaz de transferir cópia saudável do gene 
defeituoso para as células do paciente. E também destacou a importância de 
conhecer a doença sob a lente da biologia molecular e estudar o comporta- 
mento dos vetores em modelos animais”. Até hoje, esses princípios e práticas 
são respeitados em todos os estudos de transferência gênica. 

O conceito de transferência e terapia gênica surgiu antes da revolução 
da engenharia genética. O trabalho do vencedor do Prêmio Nobel Renato 
Dulbecco mostrou, em 1968, que o simian virus 40 (SV40) podia inserir 
seu DNA no genoma da célula hospedeira, causando alterações fenotípi- 
cas. Também na década de 1960, Stanfield Rogers demonstrou que a versão 
recombinante de SV40 podia ser utilizada como vetor de transferência e 
expressão de DNA. Em outros estudos, Rogers observou que o vírus do 
papiloma de Shope confere atividade de arginase às células infectadas e usou 
este vírus selvagem (sem modificação) para tratar, sem sucesso e sem auto- 
rização, crianças com hiperargininemia*. A técnica de DNA recombinante 
caminhou na direção de criar seguros e eficientes vetores de transferência 
gênica e, no início da década de 1980, os primeiros vetores virais recombi- 
nantes começaram a ser usados” *. Hoje, ainda muito trabalho e esforços 
continuam sendo dispendidos com o objetivo de aprimorar e aperfeiçoar os 
vetores de transferência gênica. 

Em 1980 foi descrita pela primeira vez a aplicação de um vetor recom- 
binante no tratamento de pacientes. Neste protocolo clínico, Martin Cline 
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introduziu o gene de B-globina em células de medula óssea de dois pacientes 
com P-talassemia. Apesar do procedimento não ter resultado em benefício 
(e nem malefício) clínico, o pesquisador sofreu séria punição em virtude de 
ter realizado um ensaio clínico sem autorização e sem base sólida de expe- 
rimentação em animais”. 

A Food and Drug Administration (FDA) autorizou o primeiro proto- 
colo clínico em 1990. Este ensaio clínico pioneiro usou retrovírus para 
introduzir o gene da enzima adenosina deaminase (ADA) em células T de 
dois pacientes com imunodeficiência combinada severa (severe combined 
immunodeficiency —- ADA-SCID). O tratamento conferiu benefício clínico 
para um desses pacientes, sem efeitos colaterais!*"!. 


22.3 VETORES VIRAIS ILUMINAM CÉLULAS 


Talvez não exista um melhor sistema para visualizar a transferência e a 
expressão gênicas do que quando são empregados vetores portadores de 
genes que codificam para proteínas fluorescentes. Células geneticamente 
modificadas com esse tipo de vetor tornam-se uma fonte de luz facilmente 
visualizada. A descoberta de proteínas fluorescentes (light-emiting proteins) 
revolucionou a imagem dinâmica e não invasiva de processos celulares. A 
mais marcante e promissora proteína fluorescente é conhecida pela sigla 
GFP (green fluorescent protein), com espectro de excitação de 395 nm e 
emissão de 509 nm. Vetores que expressam GFP e suas variantes fazem parte 
do arsenal tecnológico atualmente utilizado nos estudos que envolvem trans- 
ferência génica”. 

O gene da proteína fluorescente GFP, clonado da água-viva Aequorea 
victoria, codifica para um polipeptídeo com 238 aminoácidos contendo 
um cromóforo natural que consiste em um anel imidazólico, formado pela 
autociclização dos resíduos de aminoácidos serina 65, tirosina 66 e glicina 
67. À proteína GFP exibe autofluorescência verde após excitação com luz 
azul, não necessita de substrato, cofator ou adicional produto gênico, não 
é tóxica, é estável a 37 ºC, resistente à fotodegradação e emite um alto 
sinal compatível com microscopia de fluorescência comum. Células vivas 
que expressam GFP podem ser facilmente contadas, e isoladas em tempo 
real utilizando citometria de fluxo, leitores de microplacas, microscopia de 
fluorescência ou sistema de imageamento de animais sem manipulação”. 

Mutações em alguns códons de GFP resultaram em diversas versões 
melhor adaptadas para a expressão da proteína em células de mamíferos, 
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como a variante enhanced GFP (EGFP), com espectro de excitação de 488 
nm e emissão de 509 nm. Mutações também originaram versões com espec- 
tros diferentes, com maior brilho e resistentes a mudanças de pH. Por exem- 
plo, as versões blue fluorescent protein (BFP) e cyan fluorescent protein 
(CFP), com o pico de absorção de 384 nm e 420 nm, respectivamente, foram 
produzidas por meio da substituição do aminoácido Tyr66 por His66 ou 
Trp66. A variante yellow fluorescent protein (YFP) é caracterizada pela 
mutação pontual Thr203Tyr e excitação em 514 nm, é mais brilhante do 
que EGFP, porém menos estável!*. Na faixa do infravermelho, a proteína 
monomérica fluorescente Discosoma red (DsRed, excitação 556 nm, emis- 
são 586 nm) isolada do coral Discosoma é uma das mais usadas. 

A biologia não foi a mesma depois de GFP. Em 1992, o laboratório de 
Shimomura descreveu pela primeira vez a estrutura da proteína GFP e, no 
mesmo ano, Prasher isolou e clonou o DNA complementar (CDNA) corres- 
pondente ao gene GFP. Dois anos depois, em 1994, Chalfie transferiu GFP 
para o nematoide Caenorhabditis elegans, revelando o potencial de GFP 
como marcador de expressão gênica. O laboratório de R. Tsien descreveu 
em 2004 a maior cartela de cores de proteínas fluorescentes, como mCherry, 
mBanana, mOrange, mStrawberry, m Tangerine, mHoneydew, mPlum, entre 
outras! 16, Este arco-íris de proteínas fluorescentes auxilia os pesquisadores 
na marcação e observação simultânea e em tempo real de várias proteí- 
nas na mesma célula ou organismo. O impacto das proteínas fluorescentes 
foi reconhecido com o Prêmio Nobel de Química de 2008, concedido a O. 
Shimomura, M. Chalfie e R. Tsien pela descoberta e desenvolvimento da 
famosa proteína fluorescente GFP”. 

A tecnologia de marcação de células e organismos com GFP e seus deriva- 
dos tem impacto direto no desenho experimental e interpretação de resulta- 
dos. Os biologistas estão cada vez mais dependentes de vetores com cassetes 
de expressão contendo GFP. O uso básico de proteínas fluorescentes é como 
um repórter (marcador), o qual viabiliza a observação in vivo de processos 
biológicos com resolução desde o nível subcelular (localização de proteí- 
nas dentro de células) até organismos inteiros. O primeiro passo para a 
utilização das proteínas fluorescentes é a construção de vetor de transfe- 
rência gênica capaz de expressar a proteína fluorescente na célula, tecido 
ou animal de interesse!® !7, É neste ponto que se estabelece a parceria entre 
proteínas fluorescentes e vetores virais. Praticamente não existe um sistema 
de vetores virais que não tenha um vetor portador de cassete de expressão 
contendo GFP, que é usado para avaliar a transferência gênica e capacidade 
de expressão do vetor na linhagem celular, tecido ou animal-alvo. Vetores 
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que expressam GFP são indispensáveis na criação de modelos in vivo rele- 
vantes para estudo de diversos processos biológicos (expressão gênica, pro- 
liferação, migração, diferenciação celular, crescimento e regressão de tumo- 
res, entre outros) incluindo o desenvolvimento de novos medicamentos e 
estratégias terapêuticas. 

O cDNA de uma proteína fluorescente pode ser clonado com diferentes 
configurações nos vetores de transferência gênica. O arranjo mais simples 
é a inserção do cDNA de GFP ou uma variante na posição do transgene 
principal, logo após o promotor. Nesse tipo de vetor, é comum a presença de 
um segundo promotor que direciona a expressão de um cassete de seleção, 
por exemplo o gene NEO, que é responsável por conferir resistência ao anti- 
biótico neomicina. Como as células transduzidas com vetores portadores de 
GFP, ou suas variantes, ganham fluorescência, essa luminosidade também 
serve para selecionar células modificadas, agora utilizando citometria de 
fluxo (cell sorting) ou clássicos métodos de clonagem celular. A Figura 22.1 
ilustra algumas opções para a inclusão de GFP em vetores retrovirais. 

Vida celular é um processo contínuo no qual as células recebem e res- 
pondem a estímulos que resultam em modificações morfológicas que podem 
ser facilmente visualizadas nas células sensorizadas com GFP. O cDNA de 
proteínas fluorescentes monoméricas pode ser fusionado com virtualmente 
qualquer gene de interesse. Um exemplo disso são as proteínas do citoes- 
queleto, incluindo actina, tubulina e tau, que, quando fusionadas com GFP, 
permitem a visualização de mudanças dinâmicas de forma e tamanho celular. 
A principal diferença entre uma linhagem celular marcada com GFP e uma 
linhagem celular sensorizada com GFP, ou qualquer uma de suas variantes 
espectrais, é que nesta segunda categoria a fluorescência está relacionada a 
um evento ou processo celular. À Figura 22.2 mostra uma linhagem sensora 
produzida com a transdução de células HT1080 com retrovírus que expres- 
sam EGFP ou YFP fusionados com o gene de histona H2B, uma das proteí- 
nas do nucleossomo. Neste tipo de estratégia, a proteína fluorescente fica 
ancorada ligada ao nucleossomo, tornando possível acompanhar em células 
vivas todo o processo de mitose. 

Diversas linhagens sensoras são reconhecidas como produtos biotecnoló- 
gicos, com valor e interesse comerciais. Com uma simples medida de fluo- 
rescência, as linhagens sensoras oferecem uma oportunidade para analisar 
em tempo real o efeito de drogas sob diversos critérios e em grande número 
de amostras. No campo de desenho e desenvolvimento de processos biotec- 
nológicos, como de produção de vetores virais, as proteínas fluorescentes 
também têm sido intensamente utilizadas, pois facilitam e aceleram a análise 


Vetores Virais: Tipos, Diversidades, Usos e Aplicações 


a Lun hyror E Proto 














O 200 400 600 800 1000 


S5C-H D 




















Figura 22.1 GFP é ideal para visualização não invasiva, em tempo real, de células vivas. (A) Cassete de expressão de típico vetor 
retroviral contendo dois promotores e dois transgenes. O cDNA do gene GFP ocupa posição 3 ao promotor 1, enquanto o gene de seleção 
NEO (que confere resistência ao antibiótico geneticina) está sob regulação do promotor 2. (B) Cassete de expressão de vetor retroviral 
no qual NEO foi substituído por EGFP, que agora serve para marcar e selecionar as células transduzidas. À posição 5” seguida ao promotor 
1 é ocupada pelo transgene de interesse. (C) Imagens capturadas sob microscopia confocal de células vivas da linhagem HT1080 trans- 
duzidas com retrovírus contendo o cassete de expressão na configuração B. (D) Análise quantitativa de citometria de fluxo. Análise de 
células HT1080 não transduzidas (painel superior) e células HT1080 transduzidas com vetor retroviral portador de cassete de expressão 
mostrado em C (painel inferior). É possível observar claramente nas células transduzidas duas populações distintas, uma população 
GFP-, semelhante à distribuição das células não transduzidas, e uma população de células GFP+ com maior intensidade de fluorescência. 


de quase todos os parâmetros de produção viral, desde o estabelecimento e 
monitoramento de linhagens produtoras, até a titulação viral e análises de 
eficiência de transdução. 

A proteína GFP e suas variantes têm sido expressas em diferentes orga- 
nismos. Depois do C. elegans, Drosophila melanogaster, leveduras, camun- 
dongos, peixes (zebrafish), Xenopus laevis, coelhos, porcos, gatos, plantas, 
muitos outros ja receberam GFP, promovendo o surgimento de novos mode- 
los de animais transgénicos, nos quais imagens podem ser capturadas ao 
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Figura 22.2 Linhagens celulares sensoras para as fases da mitose. Esquema do arranjo de cassete de expressão de vetor retroviral 
contendo o cDNA do gene YFP fusionado ao cDNA do gene histona H2B. Imagens em tempo real de células HT1080 transduzidas com 
retrovírus dos cassetes de expressão H2B-YFP. capturadas sob microscopia confocal. Cada núcleo celular pode ser observado individual- 
mente, e a cinética das fases de divisão com diferentes estágios de condensação da cromatina pode ser visualizada em amarelo (YFP). 
À esquerda, observação panorâmica das linhagens sensoras. 


longo do tempo de um modo não invasivo. A incorporação de proteínas 
fluorescentes aos protocolos de geração de animais transgênicos evita estu- 
dos do tipo “end point”, em que muitos grupos de animais são necessários 
para coleta de dados cinéticos. Agora, o mesmo grupo de animais pode ser 
monitorado durante o tempo que for necessário. A Figura 22.3 ilustra mode- 
los de animais EGFP transgênicos em uso no nosso laboratório, incluindo o 
animal C57BL/6 EGFP e o camundongo nude C57BL/6 EGFP, utilizado um 
modelo xenográfico no qual células HT1080 transduzidas com retrovírus 
portador do gene para a proteína fluorescente mCherry foram injetadas no 
subcutâneo. Nas imagens de corpo inteiro, fica clara a distinção entre tecido 
tumoral e animal hospedeiro. 


22.4 NORMAS REGULATÓRIAS E SUPERVISÃO DE TRABALHOS 
COM ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS (OGM) 


A introdução de material genético em qualquer organismo precisa ser rea- 
lizada sob condições adequadas e obedecendo as normas estabelecidas por 
órgãos governamentais, para manter a segurança do trabalhador, do meio 
ambiente e da comunidade. Por definição, OGM inclui qualquer célula ou 
organismo que recebeu material genético exógeno. O trabalho com OGM 
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Figura 22.3 Uso de proteínas fluorescentes para marcação de animais e tecidos. (A) Foto de camundongo transgênico (57BL/6 EGFP 
e sua cria capturada sob campo claro (superior) e escuro (inferior). Pode se observar a forte fluorescência verde produto da expressão 
de EGFP no corpo inteiro da cria e nas regiões de pouca pelagem do animal adulto (orelhas, patas, focinho). (B) Imagens de modelo 
xenográfico nude C57BL/6 EGFP capturadas sob diferentes campos de luz. O camundongo nude (57BL/6 EGFP foi gerado a partir do 
cruzamento entre animal transgênico C57BL/6 EGFP e camundongo nude C57BL/6. O transgênico nude C57BL/6 EGFP exibe forte 
fluorescência verde no corpo inteiro, resultado da expressão do transgene EGFP. Este animal também exibe um tumor subcutâneo com 
fluorescência vermelha, devido ao implante de células tumorais humanas da linhagem HT1080 transduzidas com vetor retroviral que 
expressa a proteina fluorescente mCherry. O modelo permite nítida distinção entre células tumorais e células do animal hospedeiro. 


é regulado pela Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), 
a qual estabelece as normas e sistemas de supervisão da manipulação de 
OGM no Brasil (por meio da Resolução Normativa n. 2, de 27 de novembro 
de 2006). Nenhum trabalho com OGM pode ser executado sem aprovação 
prévia da CTNBio e/ou seus representantes locais, as Comissões Internas de 
Biossegurança (ClIBio), que atuam como intermediárias entre o pesquisador 
e a CTNBio. 

O trabalho com agentes biológicos bem caracterizados e conhecidos por 
não provocarem doença em seres humanos sadios e que possuem mínimo 
risco ao operador e ao meio ambiente são classificados pela CTNBio como 
sendo de nível de biossegurança 1 (NB-l). Para tal, a CTNBio exige que os 
trabalhadores sigam as normas de boas práticas de laboratório, utilizem 
equipamentos de proteção individual (EPIs) e recebam treinamento cons- 
tante. Atividades de NB-I não requerem infraestrutura diferente da dispo- 
nível em laboratórios comuns (como bancadas com tampo de material não 
poroso, pias para lavagem de mãos, descarte apropriado para resíduos etc.). 
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Trabalhos em NB-I incluem construção de plasmídeos com material genético 
derivado de organismos classificados como NB-I e transferência destes para 
organismos NB-I. Como recomendado nas normas da CTNBio, todo OGM 
deve ser destruído antes de ser removido do laboratório, e todo material 
deve ser autoclavado antes do descarte. 

Em contraste, vetores virais (incluindo retrovírus, adenovírus, lentivírus, 
entre outros) são classificados como NB-II, porque esses vetores têm risco 
moderado de causar doenças. Esforços para manter as condições de trabalho 
em contenção são redobrados nas áreas NB-Il em comparação com NB-I. O 
trabalho NB-II contempla as mesmas regras que NB-I, mas também exige 
que todas as manipulações sejam realizadas utilizando equipamentos de 
contenção primária, como cabines de segurança biológica. A manipulação, 
o armazenamento e a descontaminação de OGM NB-II só podem ocorrer 
dentro de áreas certificadas para trabalho NB-II. A remoção de um OGM e 
de todo o material que entrou em contato com um OGM de área certificada 
implica transporte do OGM e também requer autorização do CTNBio. 


22.5 A TECNOLOGIA DA TRANSFERÊNCIA E 
TERAPIA GENICA: CONCEITOS BASICOS 


22.5.1 Considerações sobre o vetor e seu desenho 


O desenvolvimento de um vetor de transferência gênica, especialmente 
para aplicação in vivo ou terapêutica, deve ser guiado pelos seguintes pon- 
tos: (1) o problema a ser abordado; (2) o ambiente celular e (3) a via de 
transferência. A Tabela 22.2 apresenta as principais características relevan- 
tes para a escolha do vetor. 


22.5.1.1 O problema a ser abordado 


O problema abordado, por exemplo, uma doença genética, é observado 
em seu aspecto macroscópico como um quadro clínico característico, em que 
muitas vezes só podemos tratar dos sintomas. Porém, para uma intervenção 
definitiva a fim de erradicar o problema, é necessário identificar a origem cau- 
sal, que pode ser um gene ou um conjunto de genes mutados, responsáveis pela 
alteração funcional de uma ou mais proteínas, e o consequente quadro clínico. 
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Vetores de transferência gênica podem introduzir diferentes modificações 
no transcriptoma celular. Os vetores podem transferir cópia selvagem de 
um gene que está mutado ou deletado (remediação/reposição), ou adicionar 
uma cópia extra de um gene já presente para aumentar o nível de expressão 
(augmentation, amplificação), ou diminuir, até mesmo silenciar, expressão 
indesejada de um gene, ou ainda atribuir novas propriedades a célula alvo, 
por exemplo, resistência a drogas. 

O tipo de modificação gênica que o vetor vai causar está relacionado 
ao problema a ser resolvido. Aplicação clínica de transferência gênica para 
o tratamento de doenças monogênicas, em princípio usam um vetor capaz 
de introduzir cópia selvagem do gene responsável pela doença genética, ou 
seja, o gene terapêutico é a versão normal do que deve ser remediado. Este 
é o caso dos vetores clínicos portadores dos genes CFTR, fator VIII ou IX, 
P-hemoglobina, administrados em ensaios de terapia gênica para o trata- 
mento de fibrose cística, hemofilia e talassemia, respectivamente. A inter- 
venção de patologias multigênicas são as que mais se beneficiam da versa- 
tilidade de modificações genéticas que os vetores de transferência podem 
causar. De fato, enquanto a aplicação de vetores de transferência gênica para 
o tratamento de doenças monogênicas é restrita a um único gene alvo de 
tratamento, o tratamento de anomalias multigênicas aceita diversas opções 
de genes terapêuticos. Para exemplificar o amplo espectro de possibilidades, 
vejamos algumas das estratégias de modificação genética para tratamento 
do câncer. O vetor de transferência gênica pode devolver (reparar) a expres- 
são de um gene supressor de tumor, como p53, para células tumorais. O 
transcriptoma da célula tumoral também pode ganhar a expressão de um 
gene suicida, capaz de tornar o câncer sensível a quimioterápicos. Uma nova 
opção é aplicar a tecnologia de RNA de interferência ou short harpin RNA 
(shRNA), para bloquear a expressão de proteínas oncogênicas (epithelial 
growth factor — EGF) ou fatores angiogênicos (vascular endotelial growth 
factor — VEGF). 


22.5.1.2 Ambiente celular 


A interação entre o vetor de transferência gênica e a célula-alvo precisa 
ser eficiente. A matriz extracelular pode participar do processo de transdu- 
ção viral, favorecendo a ligação de partículas virais com específicos recepto- 
res celulares. Por outro lado, o ambiente intracelular influencia os elementos 
regulatórios do vetor, principalmente sequências promotoras da expressão 
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do gene exógeno. Não basta expressar o transgene: o ambiente intracelular 
deve estar adequado para produção, endereçamento e secreção (quando rele- 
vante) da proteína transgênica. 


22.5.1.3 A via de transferência 


Via de transferência está associada com o protocolo de administra- 
ção do vetor viral. À escolha da rota de transferência gênica depende da 
patologia, do tecido alvo e do vetor. As rotas mais utilizadas são as vias ex 
vivo ou in situ. 

Na via ex vivo, a transdução acontece fora do organismo do paciente. 
Células são removidas do paciente (autólogo) ou obtidas de bancos de célu- 
las (alogênico), cultivadas, transduzidas in vitro, e então selecionadas e 
transplantadas no organismo do paciente. Esse tipo de transdução é frequen- 
temente usado para modificar geneticamente células derivadas do tecido 
hematopoiético. Como o procedimento permite certa seleção de células 
transduzidas, o título viral não tem o mesmo impacto sobre a eficiência de 
transdução, como acontece na via in situ. No procedimento in situ, a trans- 
dução ocorre diretamente no organismo. Essa rota de administração viral 
in situ é muito similar à adotada para medicamentos em geral. À aplicação 
pode ser local (intramuscular, cardíaca, ocular, tumoral ou subcutânea) ou 
sistêmica (intravenosa). Os vetores podem ser injetados, borrifados (vias 
aéreas) ou com aplicação tópica. Um requisito importante para viabilizar a 
administração in situ são preparações virais de alto título. A administração 
de vetores virais diretamente no organismo do paciente deve levar em con- 
sideração algumas propriedades do tecido-alvo. Exemplificando: o tecido 
pulmonar e as vias respiratórias são de fácil acesso, bem vascularizados e 
particularmente vulneráveis à transdução com adenovírus. O tecido hepático 
é rico em capilares fenestrados que aumentam a eficiência de transdução 
in situ; O tecido retiniano, além da excelente vascularização, é altamente 
organizado e transparente, características que favorecem o direcionamento 
e monitoramento da injeção. 
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Tabela 22.2 Comparação entre os principais vetores virais utilizados para a transferência gênica terapêutica, destacando-se suas 
vantagens e desvantagens 





ONCORETROVIRUS LENTIVIRUS ADENOVIRUS ADENO-ASSOCIADO 

















GENOMA ssRNA ssRNA dsDNA ssDNA 
TAMANHO DO GENOMA 3-9 kb 8-10 kb 39-38 kb 5 kb 
TAMANHO DO INSERTO <8 kb 8 kb 8-30 kb 4kb 

REVESTIMENTO Envelopado Envelopado Não-envelopado Não-envelopado 
Blender Integrativo Integrativo Episomal Semi-integrativo 
EXPRESSAO DO A longo prazo A longo prazo Transiente Laban ae 
TRANSGENE longo prazo 
IMUNOGENICIDADE Baixa Baixa Alta Baixa 
PROTOCOLOS CLÍNICOS 385 (19%) 67 (3%) 456 (23%) 105 (5,3%) 


22.5.2 Sequências regulatórias 


A central de controle, o “cérebro”, dos vetores de transferência gênica é 
o cassete de expressão o qual contém o elemento promotor, o gene exógeno 
e o sinal de poliadenilação. Exemplos de cassetes de expressão podem ser 
encontrados em várias figuras deste capítulo (por exemplo, na Figura 22.4). 

Promotores são sequências regulatórias localizadas na região 5’ de um 
gene com papel de controle da transcrição gênica. Associação de fator de 
transcrição celular com um promotor aciona a maquinaria de transcrição 
gênica, via ativação de RNA polimerase, levando à síntese de novo RNA 
mensageiro (RNAm). O sinal de poliadenilação adiciona uma cauda de ade- 
nosina no RNAm, sendo uma modificação pós-transcricional necessária 
para o processamento do transcrito. Particularmente, nos vetores deriva- 
dos de retrovírus, o sinal de poliadenilação está presente no long terminal 
repeat (LTR). 

Nos vetores de transferência, o gene de interesse está inserido no formato 
de um cDNA. O cDNA é uma sequência de DNA sintetizada a partir de 
RNAm maduro, do qual todos os introns já foram removidos, ou seja, con- 
têm apenas exons. À enzima transcriptase reversa catalisa a reação de sín- 
tese de cDNA, tendo RNAm como molde. Outras sequências funcionais de 
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ácidos nucleicos, não codificadoras de proteína, como microRNA, shRNA 
ou aptameros, também podem participar dos cassetes de expressão na posi- 
ção 3º do elemento promotor. O tipo de inserto pode interferir na escolha 
dos elementos regulatórios. De modo simplificado, quando o produto de 
expressão é uma proteína ou microRNA, praticamente qualquer promotor 
dependente de RNA polimerase II pode ser utilizado. Promotores depen- 
dentes de RNA polimerase III, como U6 ou H1, são utilizados para dirigir a 
expressão de shRNA. 


22.5.3 Promotores: uma oportunidade para a especificidade 


O promotor faz parte do desenho básico do vetor de transferência gênica. 
Além de direcionar expressão, também cria oportunidade para dar espe- 
cificidade. Como mostra a Tabela 22.3, os promotores são classificados 
em quatro categorias: constitutivos, reguláveis, específicos para tecidos e 
condicionais. 


Tabela 22.3 Classificação dos promotores mais utilizados em vetores de transferência gênica. 


STRATEGY SOURCE EXAMPLE 


CMV 
Viral Sv 40 
LTR (MoMLV, RSV) 


PGK 
EFla 
Constitutive Eukaryotic Ubiquitin-c 
B-Actin 
Elf4al 
CAG 
Composite BAct/RUS 
SV40/hFerH /mEF 1 








Target 
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STRATEGY SOURCE EXAMPLE 
B29 
(014 
Hematopoietic cells (042 
(045 
(068 
Ft] 
Endothelial cells Endoglin 
vWF 
MCK 
Tissue specific Mb 
Muscle . 
Desmin 
Myosin 
: ApoE 
Liver hAAT 
GFAP 
Neuronal SYNI 
NSE 
Lung SP] 
Proliferation E2F-1 
Telomerase 
Survivin 
Transformed cells PSA, Probasin (prostate) 
Tyrosinase (melanoma) 
Conditional Osteocalcin (osteocarcinoma) 
o-fetoprotein (hepatocellular carcinoma) 
HRE (hypoxic response element) 
cá HIFl o (as a transcription factor) 
pm HIFla. ODD (oxygen dependent 
degradation domain) 
Agent 
; i Tet/On 
Tetracycline /doxycycline Tet/Of 
Indole Ecdysone, ponasterone Ecdysone 
Heat Hsp70 
Cooperative Radiation Egrl 
Chemotherapy MORI 
Combined p53 pCLPG 





Os promotores constitutivos são aqueles que sustentam a expressão 
do inserto sem a necessidade de indução. Promotores constitutivos virais 
são populares nos vetores utilizados em estudos básicos e clínicos de 
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transferência gênica. Os promotores de origem viral são fortes indutores 
de expressão, têm tamanho compacto, facilitando a construção do vetor, 
e estão adaptados para promover expressão gênica em células de mamífe- 
ros de variadas origens histológicas. Entre os promotores constitutivos mais 
comuns, estão: promotor derivado de citomegalovírus (CMV), promotor do 
vírus símio 40 (SV40), promotor da sequência LTR do vírus do sarcoma de 
Rous (LTR-RSV), promotor da sequência LTR do vírus da leucemia murina 
de Moloney (LTR-MoMLV), promotor do fator de elongação 1-a (EF1-a), 
entre outros!*. 

Os promotores reguláveis permitem o controle da expressão gênica 
de maneira temporal e quantitativa, por exemplo, úteis na modulação da 
expressão de proteínas tóxicas". 

A ação dos promotores reguláveis depende de um fator regulador, dentre 
os quais o mais comum são antibióticos que podem ser facilmente adicio- 
nados ou removidos do meio de cultura celular. Por exemplo, no sistema 
Tet-Off a expressão do transgene é bloqueada quando o antibiótico tetraci- 
clina é adicionado ao meio. Um sistema oposto é Tet-On, em que a expres- 
são depende da presença de tetraciclina. Em ambos os sistemas, Tet-Off e 
Tet-On, a tetraciclina é o agente regulador do promotor?. A Figura 22.4 
descreve o funcionamento do sistema de expressão regulada. 

Especificidade é um dos desafios dos protocolos de transferência gênica, 
principalmente na transdução in situ na qual diversos tipos celulares dife- 
rentes podem receber o novo gene?!. A expressão do gene de interesse ape- 
nas nas células-alvo é, ao menos em teoria, segura, e pode burlar a toxici- 
dade indesejada em células que não são alvo do tratamento. O promotor 
específico é uma promessa de especificidade para o processo de transferên- 
cia gênica in situ, e será útil na aplicação clínica de vetores de transferência 
gênica, como no caso da terapia gênica do câncer, na qual o procedimento 
tem como meta matar apenas as células tumorais, preservando as células 
não tumorais do paciente. Entre os promotores específicos já testados em 
protocolos de terapia gênica do câncer, destacam-se: (1) o promotor do gene 
para o-fetoproteína (AFP) ativo no carcinoma hepatocelular; (2) o promotor 
do gene para antígeno carcino-embrional (CEA) e (3) o promotor do gene 
para proteína survivin. CEA e survivin são proteínas expressas em diversos 
tipos de tumores, incluindo carcinoma de mama, pulmão, ovário e colorre- 
tal, entre outros?. 

Vetores de transferência gênica com promotores que respondem a fato- 
res de transcrição celulares também podem garantir especificidade tem- 
po-espacial de expressão do transgene?>?>. Uma opção são os promotores 
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A) Tet-Off 
Promotor tTA mm) 
- Tetraciclina bi yi bi + Tetraciclina 
2? = P 
A — 
A Transgene TetO | CMV* Transgene 
B) Tet-On 


Promotor nTA ii (Ay 


| 


- Tetraciclina b ki yl + Tetraciclina 


Teto | CMV* Transgene 


Figura 22.4 Promotores regulados por tetraciclina. Em (A), é representado o sistema Tet-Off, em que a proteina transativadora (tTA) se 






EE Ns as Transgene 


liga aos sete domínios TetO, combinado a uma sequência promotora mínima (CMV), resultando em expressão do transgene. Na presença 
de tetraciclina, a proteína tTA perde a afinidade com o domínio TetO, e a transcrição acaba não ocorrendo. Em (B), é representado o 
sistema Tet-On, em que a proteína transativadora mutada (rtTA) precisa interagir com tetraciclina para se ligar ao dominio TetO e ativar 
a transcrição. 


de proteínas mitóticas, como do fator de transcrição E2F-1, responsável 
pela ativação de cascata de genes da maquinaria de replicação do DNA?!2. 
Strauss e colaboradores?” demonstraram que o vetor lentiviral com cassete 
de expressão controlado pelo promotor do gene E2F-1 permite a expressão 
do transgene anticâncer apenas nas células mitóticas. Neste cenário, a espe- 
cificidade do promotor é para células em mitose. Trata-se de uma estratégia 
anticâncer válida, considerando aplicação direta do vetor no tumor, local 
com predomínio de células mitóticas. 
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22.6 A TECNOLOGIA DA TRANSFERÊNCIA E A 
TERAPIA GÊNICA: CONCEITOS AVANÇADOS 


Os veículos de transferência gênica podem ser classificados em vetores 
não virais e vetores virais. Os vetores de origem não virais utilizam proces- 
sos físicos de transfecção (eletroporação) ou químicos (fosfato de cálcio, 
lipofecção) para entrar nas células-alvo?*. Já nos vetores virais o processo é 
biológico. Cabe salientar aqui que o termo infecção não pode ser aplicado 
quando o vetor viral utilizado é incompetente para se replicar. 

Vírus são eficientes vetores biológicos, e não restam dúvidas de que os 
sistemas virais são os melhores veículos de transferência gênica. Diversos 
vírus selvagens transferem material genético para células humanas como 
parte de seu ciclo de replicação. Esses vírus inserem seus genes nas células 
-alvo, induzem a célula infectada a produzir muitas cópias virais, às vezes 
matando a célula hospedeira ou brotando a progênie e, então, novos vírus 
são liberados. A essência da estratégia da terapia gênica é modificar esses 
vírus, em outras palavras, “domesticá-los ou “adestrá-los”, substituindo os 
genes que o vírus usa para acometer as células infectadas por genes “bons” 
ou genes terapêuticos. Os vírus recombinantes construídos nos laboratórios 
são capazes de transferir e expressar o gene com potencial terapêutico nas 
células-alvo do paciente, sem os efeitos deletérios de uma infecção viral sel- 
vagem. À função primordial de um vetor de transferência gênica com poten- 
cial terapêutico é promover a expressão de proteína funcional que resulte na 
cura, ou melhoria dos sintomas, de uma doença grave. 

Hoje, existe um sólido arsenal de vetores virais, muitos dos quais com 
identidade de medicamento biológico. No campo da intervenção gênica, os 
vetores virais têm sido os maiores impulsionadores, verdadeiros motores, 
conduzindo a pesquisa básica até a clínica. De 1989 a julho de 2013, foram 
executados um total de 1.970 protocolos clínicos de terapia gênica, sendo 
que 69% (1.358 protocolos) deles utilizaram vetores virais. Retrovírus, ade- 
novírus, lentivírus e vírus adeno-associado pertencem à classe de vetores 
mais requisitados. Mais da metade (52,5%) do total de protocolos clínicos 
de terapia gênica utiliza pelo menos um desses quatro vetores virais. Res- 
tringindo para o grupo de protocolos que aplica vetores virais, cerca de 76% 
utiliza pelo menos um desses quatro tipos de vírus. 

Cada vetor ou sistema viral tem vantagens e desvantagens que precisam 
ser adequadamente avaliadas. De modo geral, os principais critérios para 
a escolha de um vetor viral são: (1) tamanho suficiente para transportar o 
gene de interesse; (2) quando introduzido na célula-alvo, o nível e o tempo 
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de expressão do transgene devem ser adequados para o efetivo tratamento 
da doença; (3) o vetor deve atingir com eficiência o tecido/células-alvo; (4) 
o vírus não deve estimular a resposta imunológica do paciente e (5) o vírus 
deve ser de fácil produção. 


22.6.1 Retrovirus 


Vetores retrovirais derivados de MoMLYV estão em segundo lugar (19,1%) 
na listagem geral dos vetores mais populares de terapia gênica, o que decorre 
do grande volume de conhecimento acumulado sobre a biologia e a histó- 
ria — os primeiros pacientes tratados com terapia gênica receberam vetores 
retrovirais. 

O retrovírus (também conhecido como gama retrovírus, onco retrovírus 
ou retrovírus do tipo C) tem um genoma simples e transduz apenas células 
mitóticas de diversos tipos e origens?. A via clássica de transdução de retro- 
vírus é a ex vivo. Produções de retrovírus têm um título entre 10º a 107 de 
partículas virais por mililitro, o que praticamente inviabiliza a sua aplicação 
direta no paciente. À transdução ex vivo cria um sistema no qual a maioria 
das células estão em divisão, o que aumenta a chance de integração e sele- 
ção das células transduzidas, enriquecendo o número de células tratadas 
transplantadas no paciente. O maior risco está no caso de integração em 
região promotora indesejável, que pode, por exemplo, causar a ativação 
de oncogene”. 

Os retrovírus são vetores envelopados com genoma formado por sim- 
ples fita de RNA. Após a transdução da célula-alvo, a enzima transcriptase 
reversa, codificada pelo próprio vírus, converte o RNA viral em DNA que 
será integrado ao genoma hospedeiro. A capacidade de integração desses 
vetores é considerada sua principal vantagem, garantindo expressão estável 
e duradoura. Os genes necessários para a integração são flanqueados por 
LTR, a mesma sequência com papel promotor de expressão. Muitos veto- 
res retrovirais recombinantes possuem promotores sintéticos adicionados em 
seus LTR virais™. Outro componente importante do genoma desses vetores é 
a sequência de empacotamento (¥), que determina a porção do RNA que será 
empacotada na forma de partícula viral (Figura 22.5). Para aumentar a segu- 
rança dos sistemas de produção de vetores retrovirais, as sequências de empa- 
cotamento da partícula viral ficam em outro vetor; dessa forma, o genoma 
viral está dividido entre dois vetores, e esses vetores encontram-se apenas nas 
células empacotadoras. A produção da partícula viral requer cotransfecção 
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da célula empacotadora com pelo menos dois vetores (um vetor com o gene 
de interesse e outro contendo os genes de empacotamento e da transcrip- 
tase reversa). Como apenas o vetor portador do gene de interesse contém a 
sequência ¥, apenas o RNA proveniente desse vetor é empacotado nas parti- 
culas virais, garantindo que não sejam produzidos vírus replicativos? 


Transgene 
Envelope 
Empacotame 
o 
oe 


RO) um, 


z event virais 


pseudotipadas 


Figura 22.5 Princípio da produção de partículas retrovirais pseudotipadas. Os genes relacionados com o empacotamento e o envelope 
viral são fornecidos em plasmídeos separados do plasmídeo contendo o vetor de transferência gênica (transgene). Para que ocorra a 
produção da partícula viral, é feita a cotransfecção de todos os plasmídeos dentro da célula produtora. Note que apenas o vetor de 
transferência contém a sequência psi (“P) necessária para o empacotamento do genoma viral na progênie. Assim, os genes estruturais 
não fazem parte do vírus produzido, impedindo que as partículas virais sejam capazes de se replicarem dentro da célula-alvo. 


Recentemente, vetores lentivirais têm demonstrado boa eficácia na trans- 
dução de diferentes tipos de células primárias?” e oferecem vantagens não 
encontradas no sistema retroviral tradicional. Os lentivírus derivam do vírus 
da imunodeficiência humana (HIV)?. Diferentemente dos gama retrovírus, 
possuem um genoma mais complexo, são capazes de transduzir células mitó- 
ticas e pós-mitóticas e não têm preferência por integração em regiões próxi- 
mas de promotor?*?. Os lentivirus selfinactivating (SIN) estão atualmente 
em uso. Esse vetor sofreu uma deleção em sua porção 3º LTR que inativa o 
promotor viral, agora a expressão do transgene depende de um promotor 
interno. Esta modificação no LTR diminui os malefícios da presença do 
enhancer viral, elevando a segurança do uso desse vetor. A Figura 22.6 com- 
para os cassetes de expressão básicos de vetor retrovírus versus vetor len- 
tiviral2?72º. Preparações de lentivírus podem ser concentradas, o que resulta 
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em produção de lentivírus com título de 10º partículas virais por mililitro, 
superior ao das preparações de retrovírus, o que viabiliza alguns ensaios 
com transdução in situ. Uma das principais desvantagens dos lentivírus é 
sua produção em protocolo transiente, uma necessidade decorrente da toxi- 
cidade dos genes lentivirais: p24 e glicoproteína do vírus da estomatite vesi- 
cular (VSV-G). Isto significa que a cada lote de produção de lentivírus, entre 
três e quatro plasmídeos de empacotamento (gag, pol, env e VSV-G) são 
utilizados na cotransfecção da linhagem produtora. Variabilidade na taxa de 
transfecção de cada plasmídeo resulta em significativas diferenças no título 
e qualidade de cada preparação viral”. 


22.6.2 Adenovirus 


Adenovírus ocupam a primeira posição entre os vetores mais utilizados: 
23,5% dos estudos clínicos aplicam adenovírus. Em 1993, foram conduzi- 
dos os primeiros protocolos clínicos com adenovírus, e entre as indicações 
estavam câncer de pulmão e a fibrose cística, uma doença monogênica. Ade- 
novírus transduzem diversos tipos celulares e acomodam grandes insertos 
de DNA. Adenovírus são os vetores de escolha quando é preciso que o vetor 
alcance grande número de células, quando integração e expressão duradoura 
não são requisitos. Preparações de adenovírus atingem rotineiramente títulos 
superiores a 102 a 10" partículas virais por mililitro, viabilizando a via de 
transdução in situ. A grande desvantagem dos adenovírus está na resposta 
imunológica facilmente estimulada por esses vetores. Entretanto, adenovírus 
de última geração estão sendo testados e prometem revolver este problema'!. 

Adenovírus são vírus não envelopados e com genoma na forma de DNA 
fita dupla. Quatro genes de replicação viral (El, 2,3 e 4), expressos nas fases 
iniciais do ciclo de vida viral, e mais cinco genes de expressão tardia (L1, 2, 
3,4 e 5), que codificam para proteínas estruturais, formam o genoma dos 
adenovírus?!. Visando à aplicação segura dos vetores adenovirais, a grande 
maioria possui deleções nos genes de El, E3 e E2 ou F4 o que os torna inca- 
pazes de replicar na célula hospedeira (Figura 22.6). Para a produção desses 
vetores é necessário que os genes El e E2 ou E4 estejam presentes na célula 
produtora, viabilizando a replicação de partículas adenovirais. Em outras 
palavras, a replicação de adenovírus recombinantes é restrita à célula produ- 
tora que fornece os genes Ela e E1b em trans”. A interação entre adenovírus 
e a célula alvo depende na presença do receptor coxsackievirus-adenovirus 
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Figura 22.6 Comparação entre os genomas de um representante dos gama retrovírus (A) e de um representante dos lentivírus (B), 
mostrando a diferença entre as duas estruturas. Os genes gag, pol e env codificam os genes estruturais da partícula viral, e as sequências 
LTR atuam como promotores. (C) Representação esquemática do genoma adenoviral selvagem. E1 a E4: genes expressos na fase inicial 
do ciclo de vida viral; L1 a L5: genes expressos tardiamente; ITRs: repetições terminais invertidas; ¥: sinal de empacotamento; MLP: 
promotor tardio. 


(CAR) e moléculas de integrinas”. Após transdução da célula-alvo, os ade- 
novírus permanecem na forma epissomal, ou seja, não integram. 


22.6.3 Virus adeno-associado (AAV) 


Vírus adeno-associado é um dos mais recentes protagonistas da trans- 
ferência gênica. Trata-se de vírus com genoma compacto, não envelopado 
e não patogênico. O genoma do AAV é fita simples de DNA, contendo os 
genes cap e rep que codificam para as proteínas estruturais e regulatórias, 
respectivamente. Estes genes são flanqueados por sequências ITR (inverted 
terminal repeats) que funcionam como promotores”. São capazes de infectar 
diferentes tipos celulares e de integrar ao genoma hospedeiro de maneira 
pouco eficiente, mas, preferencialmente em regiões específicas do cromos- 
somo 19 humano”. O AAV selvagem não replica sem a presença de um 
vírus helper, como um adenovirus, que fornece fatores essenciais para sua 
multiplicação, esta característica justifica o nome "vírus adeno-associado". 

No vetor recombinante derivado do AAV, o genoma limita o tamanho 
do transgene a ser incluído, não podendo ultrapassar 4,7 kbº. Também, o 
genoma encapsulado no vírus recombinante não codifica os genes rep e cap. 
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Como consequência, a falta de expressão de rep inviabiliza a integração 
viral. Dessa forma, AAV recombinantes são produzidos pela cotransfecção 
de linhagem empacotadora com vetor contendo o gene de interesse, outro 
vetor contendo os genes rep e cap, e ainda um vetor portador de certos genes 
adenovirais ajudam a habilitar a replicação do AAV”. Devido à dependên- 
cia em processo de transfecção, a produção de AAV pode ser difícil de rea- 
lizar em escala larga. 


22.6.4 Direcionamento transducional - Modificação do vírus 


Vírus selvagens evoluíram com seus respectivos hospedeiros e desenvol- 
veram mecanismos para infectar e replicar em determinados tipos celulares. 
Adenovírus têm tropismo (direcionamento) por células do epitélio respirató- 
rio e células hepáticas, enquanto o vírus Herpes simplex tem afinidade pelas 
células neuronais. Esse tropismo dos vírus depende de receptores celulares e 
de proteínas estruturais virais. 

Os vetores adenovirais dependem principalmente da proteína da fibra 
para se direcionarem aos seus respectivos receptores celulares. No caso dos 
adenovírus tipo 2 e 5 o principal receptor celular é CAR, já os adenovírus 3 
e 35 utilizam CD46 como receptor. 

O tropismo dos vetores retrovirais é determinado em grande parte pelo 
envelope viral. Os retrovírus com envelope ecotrópico transduzem preferen- 
cialmente células de murinos, enquanto os retrovírus com envelope anfotró- 
pico transduzem células da grande maioria dos mamíferos, incluindo célu- 
las humanas. O direcionamento de HIV depende em parte do receptor celular 
CD4, presente em linfócitos T. Porém, o vetor lentiviral recombinante, deri- 
vado do HIV, perdeu esse tropismo”. 

Embora os vetores apresentem tropismo específico para determinado 
tipo celular, alterações das proteínas virais estruturais podem alterar o 
padrão de transdução, e os vírus ganham habilidade para transduzir uma 
nova gama de células. A modificação do tropismo dos vetores virais repre- 
senta um passo importante para viabilizar sua aplicação clínica. Entre as 
alterações mais relevantes estão a pseudotipagem e alterações das proteínas 
virais (Figura 22.7). 
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Figura 22.7 Alteração do direcionamento viral. (a) Pseudotipagem. Adenovírus baseado no genoma do sorotipo 5 com proteína da 
fibra de adenovírus do sorotipo 3; retrovirus expressando no envelope a glicoproteina do virus da estomatite vesicular. (b) Alteração das 
proteínas virais. À proteína da fibra adenoviral apresenta uma cauda, uma haste e uma região globular. À região globular é responsável 
por mediar a interação com os receptores celulares e pode ser substituída, por exemplo, pela sequência variável de uma cadeia simples de 
anticorpo contra o receptor celular de interesse, ou podem ser incorporados pequenos peptídeos, como o tripeptídeo arginina-glicina-ácido 
aspúrtico (RGD). (c) Uso de adaptadores. Podem ser usados anticorpos biespecíficos, que se ligam em uma extremidade a proteínas virais 
e na outra extremidade a receptores celulares. À partícula viral também pode ser envolvida por moléculas, como o polietileno-glicol (PEG). 


22.6.4.1 Pseudotipagem 


Pseudotipagem é basicamente o empacotamento de um vírus com um 
envelope de outro. Os vírus envelopados, como os retrovírus e lentivírus, 
podem ser pseudotipados com a glicoproteína do vírus da estomatite vesi- 
cular (VSV-G). À incorporação dessa proteína no envelope viral favorece a 
transdução de diversos tipos celulares, além de conferir resistência à estru- 
tura da partícula viral, facilitando o processo de purificação**. 
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Os vírus não envelopados, como adenovírus, apresentam uma maior 
especificidade na montagem da partícula viral, e na pseudotipagem temos a 
incorporação de proteínas de sorotipos diferentes de um mesmo vírus. Para 
a formação de um novo capsídeo adenoviral, a proteína de fibra dos soro- 
tipos 3 e 35 pode ser usada no lugar da proteína de fibra dos sorotipos 2 e 
5, mudando o tropismo do vírus de células que expressam CAR para células 
CD46 positivas***!, 

A pseudotipagem do AAV2 com proteinas da estrutura do capsideo do 
AAV6 ou 8 tém sido empregada para aumentar a eficiéncia da transferéncia 
gênica no tecido muscular esquelético e hepatécitos**’, abrindo uma pers- 
pectiva promissora para a administração sistêmica de AAV. 


22.6.4.2 Alteração das proteinas virais 


Uma opção para direcionar o tropismo dos vetores virais envolve a modi- 
ficação genética de proteínas virais que interagem com os receptores nas 
células alvos. Por exemplo, sequências codificadoras de anticorpos de cadeia 
simples específicos para receptores de fatores de crescimento ou de citocinas 
podem ser incorporadas aos vetores, favorecendo a interação do vírus com 
uma célula específica? *. 

Com adenovírus, resultados promissores foram obtidos com a incorpora- 
ção de pequenos polipeptídeos na proteína da fibra. Por exemplo, o tripep- 
tídeo arginina-glicina-ácido aspártico (RGD), é suficiente para direcionar 
entrada do vírus na célula mediada por integrinas. Portanto, este adenovírus 
modificado não depende na presença do CAR para seu tropismo e pode 
transduzir uma ampla gama de tecidos. 

Em outra estratégia, as proteínas do hexon do adenovírus também podem 
ser modificadas para impedir sua ligação com fatores que sequestram a par- 
tícula viral, como anticorpos anti-adenovirais, assim protegendo o vetor e 
evitando sua destruição***”. 


22.7 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


Embora a maior parte das terapias gênicas ainda esteja buscando aprova- 
ção e licença para aplicação clínica, existem muitos ensaios em andamento 
prometendo que, nos próximos anos, novos produtos possam ser aprovados 
e utilizados clinicamente. A Tabela 22.4 mostra alguns dos estudos clínicos 
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em diferentes fases, envolvendo diversos vetores de transferência, e a abor- 
dagem utilizada para algumas indicações. À aprovação comercial na União 
Europeia de Glybera (produzido pela empresa uniQure BV), em 2012, abriu 
o mercado e a clínica ocidental para o uso da terapia gênica*?*2, 


Tabela 22.4 Correlação entre indicações, abordagem terapêutica, vetores e fase de estudo clínico. 














INDICAÇÕES ABORDAGEM VETOR UTILIZADO FASE DE ESTUDO 
Expressão da citosina deaminase Oncoretrovirus Fase 1/2 
Glioma Go da timidina qui 
Expressão da tmidina quinase oi Fase] 
de Herpes Simplex 
ik Op Reposição do gene Adenosina f 
Imunodeficiências primárias deaminase (ADA) funcional Oncoretrovirus Fase 1/2 
B-talassemia e anemia falciforme Rego do já sale Lentivirus Fase 1/2 
células-tronco hematopoiéticas 
Leucemia de células B e linfomas scab wae Seer Lentivirus Fase | 
de Receptores de células T quiméricos 
Câncer de cabeça e pescoço Expressão do gene p53 Adenovírus não replicativo Fase 4 
Mesotelioma pleural, câncer de cólon, glioma Expressão de Interferon-beta Adenovirus Fase 1/2 
Deficiência de LPL Reposição do gene lipoproteina lipase (LPL) Vírus Adeno-associado Fase 3 
Expressão de fator neurotréfico, neuturin Vírus Adeno-associado Fase 1/2 
Parkinson ão de trê ati 
Expressão de três genes necessários para a intis Fase 1/2 


biossintese de dopamina, injetado no cérebro 





Expressão da proteína de pigmento de retina 
especifica de epitélio de 65 kd (RPE65) 


Genes HLA-B7 e beta-2 microglobulina 
injetados nos tumores 


Amaurose congénita de Leber Virus Adeno-associado Fase 1/2 





Melanoma Plasmideo Fase 3 


22.7.1 Exemplos de protocolos clinicos envolvendo 
modificação genética de células-tronco hematopoiéticas 


Células-tronco hematopoiéticas (CTH) derivam de populações celu- 
lares que expressam o antígeno de superfície CD34 e são encontradas na 
medula óssea, no sangue periférico e no sangue do cordão umbilical. CTH 
são células progenitoras capazes de se diferenciar em diversas linhagens 
hematopoiéticas. A modificação genética de CTH é uma estratégia eficiente 
para o tratamento de doenças do tecido hematopoiético. A população de 
células CD34+ é purificada a partir das células coletadas da medula ou 
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do sangue periférico do paciente, expandidas e transduzidas ex vivo com 
o vetor viral carregando o gene terapêutico e devolvidas para o paciente. 
Devido ao potencial proliferativo das CTH e à necessidade de conservação 
do gene terapêutico na progênie celular, os vetores capazes de integrar ao 
genoma, como os vetores retrovirais ou lentivirais, são os mais indicados 
para modificar células CTH. Diversas doenças monogênicas têm chances de 
serem curadas com essa estratégia, entre as principais estão as imunodefi- 
ciências primárias e as talassemias. 


22.7.1.1 Terapia gênica para imunodeficiências primárias 


As imunodeficiências primárias são doenças herdadas raras que acome- 
tem linhagens de células brancas do sangue. O transplante de CTH tem 
sido utilizado para tratamento destas doenças, entretanto existem obstá- 
culos como a compatibilidade entre doador e receptor”***. Nesse cenário, a 
utilização de CTH geneticamente modificadas é uma estratégia atrativa, pois 
tem o potencial de superar os problemas e limitações dos métodos tradicio- 
nais de tratamento. 

Entre as imunodeficiências primárias, a forma mais severa é conhecida pela 
sigla SCID (severe combined immunodeficiency), cujos pacientes apresentam 
uma deficiência no desenvolvimento de linfócitos T e no funcionamento dos 
linfócitos B, resultando em quadro clínico com infecções recorrentes. 

Diversos protocolos clínicos de terapia gênica foram desenvolvidos bus- 
cando-se o tratamento dessa doença. Os primeiros protocolos utilizaram 
vetores gama retrovírus para a transferência do gene ADA funcional, tendo 
sido utilizados para a modificação de linfócitos T!’ ou, em estudos recentes, 
células CD34+ onde foi constatada a correção a longo prazo**?, sendo que 
nos trabalhos mais recentes houve a correção em longo prazo da doença***º. 
No total, mais de quarenta pacientes foram tratados de maneira bem-suce- 
dida com terapia gênica, sem a ocorrência de efeitos colaterais*!. 

Outro tipo de SCID é a ligada ao X (X-linked severe combined 
immunodeficiency — X-SCID), que representa aproximadamente 50% dos 
casos de SCID*. Essa doença é causada por mutações no gene codificador 
para a cadeia gama do receptor de interleucina-2 (interleukin 2 receptor, 
gamma — IL2RG), também conhecida como cadeia yc, responsável pela dife- 
renciação dos linfócitos T e células natural killer (NK), além de linfócitos 
B**. Os protocolos para X-SCID tiveram início em 2000 e usavam um vetor 
baseado em gama retrovírus para fazer a transferência do gene terapêutico 
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IL2RG para células CD34+ obtidas dos pacientes. Dezoito crianças (de um 
total de vinte) tratadas recuperaram o número e a função dos linfócitos T. 
Entretanto, cinco crianças desenvolveram leucemia linfoide aguda (quatro 
crianças foram curadas com quimioterapia, mas uma delas veio a falecer). 
O desenvolvimento da leucemia foi atribuído à mutagênese insercional em 
decorrência da ativação do proto-oncogene LIM domain only 2 (LMO2) 
pelo LTR viral”. 

A doença granulomatosa crônica ligada ao X (X-CGD, X-linked chronic 
granulomatous disorder, também conhecida como síndrome de Bridges- 
Good e síndrome Quie), é causada por um defeito no complexo de nicoti- 
namida adenina dinucleotideofosfatase (NADPH), resultando em atividade 
deficiente dos neutrófilos”. Células CD34+ dos pacientes receberam vetor 
retroviral que carregava o gene terapêutico gp91phox. Apesar do sucesso 
inicial da terapia, o transgene foi silenciado, e os pacientes manifestaram 
quadro clínico compatível com mielodisplasia, devido à superexpressão do 
gene EVI1 ativada pelo vetor”. 

Recentemente, um protocolo clínico de terapia gênica para o tratamento 
da síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) usando CTH geneticamente modi- 
ficadas com vetor retroviral foi realizado**. Essa síndrome é um tipo raro 
de SCID, causada por mutação no gene WAS, que codifica uma proteína 
reguladora do citoesqueleto. Nove entre dez pacientes responderam ao tra- 
tamento com altos níveis de expressão da proteína WAS, indicando que a 
terapia funcionou. Infelizmente, quatro pacientes desenvolveram leucemia 
de células T, provavelmente relacionada à mutagênese insercional com ati- 
vação do oncogene LMO2, semelhante aos casos de X-SCID*. O protocolo 
clínico para tratamento gênico de WAS foi refeito, mas dessa vez utilizando 
vetor lentiviral na transferência do gene WAS para as células CD34+. O 
tratamento experimental de três crianças com o vetor lentiviral teve sucesso 
com melhoras no quadro clínico e nenhum efeito adverso (expansão clonal) 
relacionado com inserção do gene terapêutico”. 

Os protocolos clínicos aqui apresentados sugerem que o uso de vetores 
lentivirais pode trazer benefícios com menor risco. Entretanto, o número 
de intervenções com vetor lentiviral ainda é pequeno comparado com o 
grupo de pacientes tratados com retrovírus. Contudo, cada protocolo clínico 
de terapia gênica conduz a uma nova e importante descoberta na direção de 
tratamentos bem-sucedidos e sem efeitos colaterais. 
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22.7.1.2 Terapia gênica para hemoglobinopatias 


As CTH modificadas também são utilizadas para o tratamento de hemo- 
globinopatias. A B-talassemia é uma das doenças monogênicas mais comuns, 
causada pela falta das cadeias B da hemoglobina, levando a um quadro de 
anemia severa. O tratamento convencional baseia-se em transfusões sanguí- 
neas rotineirasº*. Três pacientes foram tratados usando SIN lentivirais, e um 
desses pacientes teve uma boa resposta clínica*”. 


22.7.1.3 Terapia gênica para leucodistrofias 


Leucodistrofias são um grupo de doenças genéticas caracterizadas pela 
destruição da bainha de mielina, causando danos ao sistema nervoso. São 
conhecidos mais de trinta tipos da doença, sendo que grande parte não tem 
tratamento. O transplante de medula óssea pode ser realizado em alguns 
tipos da doença. O transplante de CTH geneticamente modificadas muitas 
vezes é a única possibilidade terapêutica. Com esta estratégia terapêutica 
espera-se que as células modificadas originem células da microglia e recupe- 
rem a bainha de mielina dos neurônios, corrigindo a doença**. 

Adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-linked adrenoleukodystrophy — 
X-ALD) é um tipo de leucodistrofia causada por deficiência no gene ALD, 
que está envolvido com o transporte de adenosina trifosfato, causando a 
desmielinização. Recentemente, dois pacientes foram tratados em um pro- 
tocolo de terapia gênica utilizando vetores lentivirais na transdução ex vivo 
de células CD34+. Após transplante, os pacientes foram acompanhados por 
mais de dois anos. Apesar da eficiência baixa de transdução, 10% das CTH, 
foi observada a estabilização ou regressão do processo de desmielinização, 
sem expansão clonal. O transplante de CTH modificadas é a única terapia 
para X-ALD, com resultados positivos até o momento”. 

A leucodistrofia metacromatica (metachromatic leukodystrophy - MLD) 
é causada pela deficiência da enzima arilsulfatase A (arylsulfatase A - ARSA), 
levando à não degradação de lipídios. Pacientes com essa doença apresentam 
acúmulo de sulfatídios, o que ocasiona a destruição do sistema nervoso e 
a morte. Recentemente, foi descrito um protocolo de terapia gênica, envol- 
vendo CTH geneticamente modificadas por vetor lentiviral expressando o 
gene ARSA. Nove pacientes foram tratados e, após 18 a 24 meses de acom- 
panhamento, os três primeiros pacientes tratados exibiram reversão do qua- 
dro clínico”. 
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22.7.2 Protocolos clínicos de terapia gênica do câncer 


O câncer é um dos líderes entre as principais causas de morte no mundo. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) projeta aumento da mortalidade 
relacionada ao câncer, que, em 2030, deve passar dos atuais 8 milhões para 
13 milhões de óbitos por ano. Essa tendência indica que as estratégias dis- 
poníveis de prevenção e tratamento do câncer não estão sendo efetivas”. 

O primeiro protocolo clínico de terapia gênica do câncer foi submetido 
em 1993. Ao redor de 64% de todos os ensaios clínicos de terapia gênica 
têm como meta o tratamento do câncer, indicando que a terapia gênica do 
câncer não só é promissora, como é também uma alternativa cada vez mais 
próxima da clínica oncológica”. 

A terapia gênica lança mão tanto de vetores virais que integram (- 40%) 
quanto de vetores virais que não integram (- 55%). De forma simplificada, 
existem duas estratégias básicas: (1) tratar as células tumorais do paciente 
com genes capazes de induzir morte celular ou sensibilizar o tecido tumoral 
para os efeitos tóxicos da quimioterapia ou radioterapia; ou (2) direcionar o 
tratamento para as células não tumorais do paciente, com o objetivo de esti- 
mular a resposta imunológica do paciente contra células tumorais, ou, alter- 
nativamente, conferir aos tecidos mais sensíveis, como células hematopoiéti- 
cas, resistência aos efeitos da quimioterapia. Na primeira estratégia, a dose 
de vetor viral e volume de tecido tratado são fundamentais para o sucesso 
do tratamento, a transdução é in situ e células tumorais no organismo do 
paciente recebem o vetor. Na segunda, a integração do vetor é importante 
para a expressão estável e prolongada, o alvo da modificação gênica são as 
células normais do paciente e a transdução viral é ex vivo. 

Antes de apresentar alguns modelos e protocolos clínicos de terapia 
gênica do câncer, algumas características da doença maligna que interfe- 
rem na estratégia terapêutica merecem ser comentadas. Diferentemente de 
doença monogênica, o gene terapêutico de escolha para o tratamento do 
câncer não precisa ser o gene defeituoso. Na etiologia da célula tumoral 
estão múltiplas mutações, e cada tumor apresenta um perfil mutacional dife- 
rente. Tumores de mesma classificação histológica podem ter um conjunto 
diferente de mutações. Está claro que o gene-alvo para tratamento do câncer 
não é tão óbvio como para doenças monogênicas. Vetores virais portado- 
res de genes supressores de tumor são os que mais se aproximam do princí- 
pio de reposição do gene defeituoso. 

No tratamento de algumas doenças monogénicas, como hemofilia, imu- 
nodeficiências, entre outras, a remediação de uma pequena parcela de 
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células-alvo, muitas vezes de 1%, pode levar a resultados satisfatórios, por 
exemplo reduzindo hemorragias ou recompondo a resposta imunológica, 
respectivamente. O mesmo não acontece com o tecido tumoral, em cujo 
caso o sucesso do vetor anticâncer depende da transdução do maior número 
possível de células tumorais, ou seja, a transferência de um gene citotóxico 
para 1% das células da massa tumoral não é suficiente e não resulta em res- 
posta terapêutica efetiva. Nesse cenário, modificações ex vivo de células da 
linhagem hematopoiéticas do paciente com vetores retrovirais ou lentivirais 
portadores de genes para interleucinas ou antígenos tumorais têm sido uti- 
lizadas. Essa estratégia modifica células normais e conta com a participação 
do sistema imune do paciente para destruir células do câncer espalhadas por 
todo o organismo. 


22.7.2.1 Adenovirus p53 


O p53, gene supressor de tumor, é frequentemente mutado em diversos 
tumores, independentemente do tipo histológico. O gene p53 participa tanto 
da origem quanto da manutenção do desenvolvimento tumoral. À proteína 
p53 é chamada de “guardiã do genoma”, porque é capaz de induzir a morte 
(apoptose) de células com danos no DNA e bloquear o ciclo celular”. Essas 
características fazem do gene p53 um excelente candidato a gene anticâncer, 
e este é um dos genes mais populares dos protocolos de terapia gênica do 
câncer. Em princípio, a expressão de p53 nas células tumorais leva à inibi- 
ção da proliferação e induz a morte das células tumorais. Um dos primeiros 
vetores de terapia gênica usados na clínica para o tratamento do câncer foi 
um vetor expressando o gene p53. O vetor adenoviral codificando o pro- 
duto do gene p53 selvagem, sob controle de promotor de CMV, denominado 
NGN 201-Advexin (Introgen Therapeutics Inc.), é um protótipo e foi usado 
em inúmeros protocolos clínicos de terapia gênica para o tratamento de 
diversos tipos de tumores. Em 2003, a companhia Shezhen SiBiono GenTech 
obteve licença para tratar câncer de cabeça e pescogo com adenovirus p53 
(Gendicine). Apesar de o licenciamento de Gendicine estar restrito à China 
e não livre de críticas, Gendicine foi o primeiro medicamento de terapia 
gênica a obter licenciamento”. 

O aprimoramento de vetores portadores do potente gene supressor de 
tumor p53 tem recebido atenção. Uma das estratégias mais promissoras 
é a manipulação de sequências regulatórias da expressão de p53. Nosso 
grupo desenvolveu vetores virais nos quais a expressão do transgene está 
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sob controle de p$3. Quando um destes vetores é empregado, altos níveis 
de expressão são atingidos, o que confere uma vantagem para a inibição da 
proliferação de células tumorais e tratamento de muitos tipos de câncer*7”. 


22.7.2.2 Timidina quinase (thymidine kinase - TK) 


Diversas estratégias que envolvem a transferência de genes suicidas (tóxi- 
cos) têm sido desenvolvidas. À transferência de gene com ação tóxica é apli- 
cada quando a meta é destruir células indesejadas, como é o caso de células 
tumorais. O mais conhecido protocolo clínico com gene suicida aplica o 
gene HSV-TK (herpes simplex virus thymidine kinase). O produto do gene 
TK, a enzima timidina quinase (Tk), fosforila a pró-droga ganciclovir, resul- 
tando em uma substância tóxica, o ganciclovir trifosfato, que interfere na 
síntese de DNA, resultando na morte das células que expressam Tk. Uma das 
características do gene suicida HSV-TK é o efeito bystander. A citotoxina 
(ganciclovir trifosfato) é uma molécula pequena e passa de uma célula para a 
vizinha via junções do tipo gap ou por fagocitose de vesículas geradas pelas 
células que estão morrendo. O efeito bystander promove a amplificação da 
resposta tecidual, de modo que mesmo células não transduzidas diretamente 
com o vírus portador do gene HSV-TK, mas que recebem da célula vizinha 
o produto tóxico, também acabam morrendo”® 7. 

Diferentes vetores já foram usados para expressar o gene HSV-TK, tanto 
vetores virais, quanto não virais. Em 2004, um vetor adenoviral expressando 
o gene HSV-TK (Cerepro), produzido pela empresa ArkTherapeutics recebeu 
licença para produção comercial na União Europeia, com indicação voltada 
para tratamento de tumores cerebrais®. Em 2010, o processo de comercia- 
lização foi cancelado, pois o vírus mostrou toxicidade e ausência de efeito 
terapêutico. Hoje, diversos protocolos que combinam adenovírus expres- 
sando HSV-TK com quimioterápicos têm resultados promissores®!. 


22.7.2.3 Vetores virais oncolíticos 


Os vírus oncolíticos são partículas virais que seletivamente replicam dentro 
de tumores, resultando na lise das células tumorais e na liberação de novas par- 
tículas virais que infectam e matam as células tumorais vizinhas*?, Existem dois 
parâmetros-chave que precisam ser endereçados para poder maximizar a ação 
anticâncer de vírus oncolíticos: eficiência oncolítica e especificidade tumoral. 
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Adenovírus oncolíticos têm sidos extensamente aplicados em ensaios clí- 
nicos de terapia gênica do câncer. O mais testado é o adenovírus oncolí- 
tico ONYX-015 (Pfizer Corp.), que não expressa a proteína viral E1B (55 
KDa). ONYX-015 foi o primeiro adenovírus oncolítico usado em ensaios 
clínicos. Originalmente, acreditava-se que a replicação de ONYX-015 estava 
condicionada a falta de p53 funcionalé, porque ONYX-015 não replica e 
não tem efeito em células normais portadores de p53 selvagem. Em 2004, foi 
demostrado que o real mecanismo de especificidade envolve a exportação de 
RNA viral apoiado na célula transformada*!. ONYX-015 já foi testado em 
protocolos clínicos de tratamento de câncer de cabeça e pescoço, gliomas, 
carcinomas de fígado, ovário, próstata, colorretal, pulmão e pâncreas*. Uma 
versão modificada de ONYX-015, Oncorine, foi desenvolvida e licenciada 
para comercialização pela empresa chinesa Shanghai Sunway Biotech”. 

Apesar da interpretação confusa do mecanismo funcional de ONYX-015, 
o mecanismo estratégico de condicionar a replicação viral à presença de uma 
alteração específica de células tumorais tem sido intensamente explorado. 
Uma nova promessa entre os vetores oncolíticos é o adenovírus oncolítico 
A24, que apresenta deleção de 24 pares de bases no gene da proteína EIA, 
assim perdendo a capacidade de inativar a proteína de suscetibilidade ao 
retinoblastoma (Rb). A falta de interação entre a proteína E1AA24 com Rb 
faz com que o adenovírus oncolítico A24 replique apenas nas células que 
estão em divisão**. 


22.7.2.4 Vetores expressando fator estimulador das 
colônias de granulócitos e macrófagos (granulocyte- 
macrophage colony-stimulating factor - GM-CSF) 


GM-CSF é uma citocina, um fator de proliferação de células brancas do 
sangue, que estimula a produção de granulócitos e monócitos. GM-CSF é 
uma proteína secretada por células de defesa do organismo, macrófagos, 
células T, células NK, células endoteliais e fibroblastos. Como parte da res- 
posta imune e inflamatória, os monócitos migram para o tecido-alvo, e, 
agora com a identidade de macrófagos, iniciam o processo de defesa teci- 
dual. GM-CSF tem participação ativa na resposta antitumoral. A função 
estimuladora do sistema imunológico e a ativação de defesa, apontam para 
GM-CSF como bom candidato para aplicação em protocolos clínicos de 
terapia gênica do câncer. Diversos vetores virais carregando o gene GM-CSF 
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têm sido clinicamente testados em protocolos destinados ao tratamento de 
vários tipos de câncer, incluindo o melanoma”. 

O vetor adenoviral oncolítico carregando o gene GM-CSF (CG0070), 
produzido pela empresa Cold Genesys, Inc. foi testado em fase I para câncer 
de bexiga e mostrou-se seguro”. A FDA já aprovou seu teste para ensaios 
clínicos de fase I/II. 


22.7.3 Iniciativas nacionais 


Desenvolvimento de vetores virais, elaboração de novas abordagens de 
terapia gênica e ensaios clínicos estão sendo realizados no Brasil. O Ins- 
tituto do Milênio Rede de Terapia Gênica foi criado em 2005 e atuou na 
construção e produção de novos vetores virais e intensa pesquisa de aplica- 
ção de transferência gênica em modelos de tratamento de diversas patolo- 
gias, incluindo neurodegeneração de retina, fibrose cística, câncer, isquemia, 
modificação genética de células-tronco hematopoiéticas e vacinas. Estudo 
que investigou a aplicação de terapia gênica para tratamento de isquemia 
mediada por ativação de angiogênese atingiu a fase I de protocolo clínico**. 
Em outras iniciativas envolvendo pesquisadores brasileiros, uma vacina 
anticâncer*?:º e uma vacina contra HIVº! foram testadas. Estes esforços, 
e muitos outros, têm chamado a atenção de pesquisadores internacionais 
e da American Society of Gene and Cell Therapy (ASGCT). Atualmente, a 
ASGCT está procurando meios para integrar os pesquisadores do Brasil e 
da América Latina a pesquisadores com interesse comum de outros conti- 
nentes?2. O campo da terapia gênica está ativo e em franco crescimento em 
nossa comunidade. 


22.7.4 Considerações sobre a translação da 
pesquisa básica em terapia gênica: o caminho entre 
a bancada do laboratório e o leito do paciente 


Protocolos clínicos de terapia gênica ainda estão em fase experimental. 
Existem alguns critérios para a seleção de doenças candidatas para tra- 
tamento gênico, incluindo: (1) doença incurável ou doença que requer 
tratamento durante toda a vida do paciente; (2) a expressão do gene terapêu- 
tico deve fazer a diferença; (3) órgão, tecido ou célula afetados conhecidos; 
(4) o gene terapêutico deve ter sido isolado e os mecanismos moleculares de 
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ação do produto candidato a terapêutico devem ter sido descritos e anali- 
sados; (5) o gene terapêutico deve ser introduzido em substancial fração de 
células do tecido-alvo, de modo que o procedimento altere a progressão da 
doença; (6) órgão, tecido ou célula-alvo de tratamento clinicamente aces- 
sível; (7) disponibilidade técnica para avaliar e acompanhar a segurança 
do procedimento. De acordo com dados obtidos na base de dados Gene 
Therapy Clinical Trials Worldwide, disponibilizada pelo Journal of Gene 
Medicine em julho de 2013”, as quatro mais frequentes indicações dos pro- 
tocolos clínicos de terapia gênica em ordem decrescente são: câncer, doença 
monogênica, doença infecciosa e doença cardiovascular. 

À terapia gênica tem como meta curar uma doença por meio de modi- 
ficação da informação genética das células do paciente. A função do 
vetor de transferência gênica é promover a expressão de proteína funcio- 
nal com potencial terapêutico. Vírus são eficientes vetores biológicos, e 
não restam dúvidas de que os sistemas virais são os melhores veículos de 
transferência gênica. 

A escolha do vetor viral está diretamente relacionada à doença alvo do 
tratamento, quais células do corpo que os vírus precisam atingir e via de 
administração. A relação entre vetor viral e indicação clínica é apresentada 
na Figura 22.8, na qual se observa a distribuição do quarteto de vetores 
virais mais usados entre as indicações mais frequentes dos protocolos clí- 
nicos de terapia gênica. Adenovírus são os vetores preferidos dos ensaios 
voltados para o tratamento do câncer (- 60% dos protocolos) e doenças 
cardiovasculares (- 90% dos protocolos), enquanto os retrovírus são os 
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Figura 22.8 Distribuição do quarteto de vetores virais mais usados (retrovírus, adenovírus, vírus adeno-associado e lentivírus) entre 
as indicações mais frequentes dos protocolos clínicos de terapia gênica: câncer e doença monogênica, infecciosa ou cardiovascular”? 
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mais utilizados nos tratamentos de doenças monogênicas e infecciosas, res- 
pectivamente ~ 40% e - 60% dos ensaios clínicos. 

Um critério fundamental na escolha de vetor viral é a necessidade ou 
não de integração do transgene no genoma da célula alvo. À integração 
é essencial para uma estável modificação genética das células tratadas e 
a expressão duradoura do gene terapêutico. A integração e expressão do 
transgene codificado por vetor recombinante nas células primárias de um 
paciente ainda é um evento raro e não livre de riscos. Doenças monogêni- 
cas, como fibrose cística, requerem expressão sustentável do transgene. Isso 
significa que as células do epitélio respiratório tratadas ou “remediadas” 
devem reter, e expressar o gene terapêutico (idealmente de modo regulado) 
por toda a vida do paciente. Quando integrado, a cada divisão celular o gene 
terapêutico é transmitido para as células-filhas, resultando em tratamento 
definitivo da anomalia. Vetores retrovirais, lentivirais e vírus adeno-associa- 
dos são boas escolhas quando a integração do gene terapêutico é recomen- 
dada. A Figura 22.9 destaca a marcante participação de vetores virais com 
habilidade para integrar o transgene nos protocolos clínicos direcionados ao 
tratamento de doenças monogênicas e infecciosas, enquanto vetores manti- 
dos em forma epissomal como os adenovírus, lideram os ensaios clínicos de 
tratamento de câncer e doenças cardiovasculares. Após a integração, outro 
critério importante na escolha do vetor é a habilidade do vírus para trans- 
duzir células mitóticas e/ou pós-mitóticas. Esse parâmetro, em conjunto com 
o título das preparações virais, tem especial impacto sobre as vias de admi- 
nistração (ex vivo ou in situ). 

A Figura 22.10 mostra a relação entre vetor viral e indicação clínica 
ao longo dos 23 anos de protocolos experimentais de terapia gênica. Os 
estudos clínicos com as duas indicações mais frequentes, câncer e doença 
monogênica, estão relacionados com os dois vetores virais de maior popula- 
ridade, adenovírus e retrovírus. Atualmente, os adenovírus dominam os pro- 
tocolos de terapia gênica do câncer. Mesmo com grandes obstáculos, 863 
protocolos de terapia gênica do câncer estão abertos contra 104 protocolos 
voltados para o tratamento de doença monogênica, segundo a base de dados 
Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, do Journal of Gene Medicine(em 
julho de 2013)”. 

Um dos aspectos marcantes da terapia génica mediada por vetores virais 
tem sido a grande versatilidade de aplicações clínicas. Nos cinco primei- 
ros anos de terapia gênica (entre 1989 e 1993), 62 protocolos clínicos de 
terapia gênica foram aprovados pela FDA com as mais variadas indicações, 
desde tratamento de doenças monogênicas até o câncer. Entre estes pioneiros 
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Figura 22.9 Relação entre capacidade de integração do vetor viral e indicação clínica do protocolo de terapia gênica. Destaque para a 
participação de vetores virais com habilidade para integrar o transgene nos protocolos clínicos direcionados ao tratamento de doenças 
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Figura 22.10 Relação entre vetor viral e indicação clínica ao longo dos 23 anos de protocolos clínicos de terapia gênica. Número de 
estudos clínicos com as duas indicações clínicas mais frequentes: câncer e doença monogênica versus os dois vetores virais de maior 
popularidade: adenovírus e retrovírus. Vetores retrovirais ainda são os mais populares no contexto geral dos protocolos de terapia gênica, 
e estão presentes tanto em ensaios clínicos voltados para tratamento de doença monogênica quanto do câncer”? 


protocolos, 49 e 3 aplicaram vetor retroviral ou adenoviral, respectivamente. 
Em período recente, entre 2008 e 2012, temos listados 480 estudos clínicos 
aprovados/iniciados/concluídos, sendo que 83, 65, 48 e 31 protocolos clí- 
nicos utilizam respectivamente adenovírus, retrovírus, lentivírus ou vírus 
adeno-associado. A Figura 22.11 compara as indicações mais frequentes dos 
estudos de terapia gênica, aplicação do quarteto popular de vetores virais 
nos cinco primeiros anos de terapia gênica experimental com a situação nos 
últimos cinco anos. A Figura 22.12 mostra a distribuição geral ao longo 
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dos 23 anos de protocolos clínicos de terapia gênica, revelando a entrada 
de vetores adenovirais no início da década de 1990 e vetores de vírus adeno 
-associados no final da década, seguida da introdução de vetores lentivirais 
após o ano 2000. 

A ponte entre o laboratório de pesquisa e a clínica médica é bem conhe- 
cida quando tratamos do desenvolvimento de um medicamento cujo prin- 
cípio ativo é uma pequena molécula sintética, mas o mesmo não ocorre 
quando se trata de um medicamento biológico, como vetores virais. A com- 
pleta caracterização de um produto biológico não é fácil e, rotineiramente 
factível, razão pela qual os testes de potencial biológico recebem maior 
ênfase nas análises de controle de qualidade de produtos biológicos. Mover 
um candidato a medicamento biológico produzido por células em um labo- 
ratório de pesquisa até produção e aplicação clínica é conhecido como pes- 
quisa translacional. DiGiusto e Kiem” usam a expressão “vale da morte” 
para descrever este caminho, ao longo do qual muitos candidatos com 
potencial terapêutico são abandonados e nunca atingem a clínica médica. 

A pesquisa de desenvolvimento translacional tem sido dividida em três 
fases, conhecidas como T1, T2 e T3. T1 representa a etapa de prova de 
princípio da pesquisa básica; T2 é a execução de protocolos clínicos experi- 
mentais, que por sua vez é subdividida em fases de I até IV; e T3 que envolve 
a ampla produção e distribuição à população. Frequentemente, pensamos 
apenas no estágio T1 desse processo, mas todos os estágios são necessários 
para justificar os investimentos em pesquisa translacional. No estágio T1 
encontra-se o desenvolvimento de vetores seguros, eficientes e direcionados 
para alvos específicos, quando possível. Nesta etapa também acontecem os 
estudos pré-clínicos, conduzidos em modelos animais relevantes. 

A flexibilidade das ferramentas de transferência gênica permite o desen- 
volvimento rápido de muitas e variadas estratégias intervencionais e pro- 
dutos biotecnológicos. Do ponto de vista translacional, podemos dividir o 
vetor viral em dois segmentos: (1) vetor de transferência gênica, propria- 
mente dito, o medicamento biológico e (2) componentes do sistema bio- 
lógico de produção: vetores de empacotamento e linhagem empacotadora. 
Assim como ocorre com a descoberta de novo fármaco sintético, nos anos 
iniciais de investigação, o potencial terapêutico e a aplicação de vetores 
virais, seus progressos andam na direção de definição, toxicidade e limi- 
tação de uso do vetor como medicamento. Essa etapa é acompanhada por 
significante inovação e desenvolvimento de infraestrutura de suporte capaz 
de sustentar as etapas mais avançadas: T2 e T3. À Figura 22.13 exibe o 
caminho entre o laboratório de pesquisa até aplicação clínica de um vetor 
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Figura 22.11 Comparação entre as indicações mais frequentes dos estudos de terapia gênica e uso de pelo menos um do quarteto 
popular de vetores virais nos cinco primeiros anos de terapia gênica experimental, com a situação nos últimos cinco anos. No contexto 
geral de todos os protocolos de terapia gênica, os dados mostram que na última década praticamente não existe predominância de um 
tipo de vetor”. 
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Figura 22.12. Distribuição geral do número de protocolos clínicos de terapia gênica ao longo dos 23 anos, revelando a entrada de 
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apds ano 2000”. 


viral terapéutico. Em julho de 2013, um total de 1.297 protocolos clinicos 
experimentais estavam abertos de acordo com dados fornecidos pelo Gene 
Therapy Clinical Trials Worldwide do Journal of Gene Medicine, sendo que 
retrovirus, adenovirus, virus adeno-associado e lentivirus estavam sendo uti- 
lizados em 626 (48%) dos protocolos clinicos experimentais abertos, contra 
371 com transferência gênica não viral. 
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Figura 22.13 Caminho entre o laboratório de pesquisa até aplicação clínica percorrido por um vetor viral candidato à aplicação clínica 
de terapia gênica. 


Não resta dúvida de que, entre as lições e conhecimentos gerados nos estu- 
dos de transferência gênica, o mais proeminente e desafiador tem sido a apli- 
cação terapêutica. À grande maioria dos estudos clínicos, de fato, ainda não 
ultrapassa a fase I de prova de segurança. Os protocolos de fase I são condu- 
zidos com número reduzido de pacientes, curto período de duração e em geral 
executados em um único centro de pesquisa. Protocolos clínicos de terapia 
gênica de fase I representam 59% do total de estudos, e apenas 0,1% atingi- 
ram a fase IV (última fase da etapa T2). Na verdade, este cenário não é muito 
diferente do observado no processo translacional de fármacos clássicos. 

As preparações de vírus como produtos biológicos também encontram 
a definição de droga e estão sujeitas a leis federais. A definição estatutária 
de vírus como vetores de terapia gênica é a de produto biológico, portanto 
sujeita à regulamentação de agências governamentais, como a Food and 
Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, e a Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (Anvisa) no Brasil. Para que os avanços das pesquisas 
com vetores terapêuticos cheguem até a prática médica, alguns obstáculos 
devem ser ultrapassados, desde a criação de tecnologias de produção viral 
em alta escala em sistemas fechados, desenvolvimento de processos robustos 
de purificação, consistentes ensaios de controle de qualidade biológica, até 
a capacidade das agências reguladoras de lidar com as novas, crescentes e 
versáteis coleções de criativos vetores de transferência gênica. 
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22.8 A TÉCNICA PASSO A PASSO 


22.8.1 Protocolo de transferência e expressão 
gênica usando vetores lentivirais recombinantes 


22.8.1.1 Considerações gerais 


Lentivírus é um dos mais populares e versáteis veículos de transferên- 
cia gênica. Vetores lentivirais são amplamente utilizados em estudos cuja 
pergunta central é função gênica. Tanto ensaios de superexpressão quanto 
ensaios de silenciamento gênico (via shRNA) podem contar com a eficiência 
dos lentivírus. Como um típico retrovírus, os lentivírus integram a sequência 
transgênica no genoma-alvo, viabilizando estável e sustentada expressão. 
O sistema lentiviral tem como vantagens a eficiente transdução de células 
primárias, a transdução eficiente de células mitóticas e pós-mitóticas e a 
possibilidade de produção lentiviral concentrada, o que resulta em um título 
viral superior aos dos retrovírus clássicos. 

Hoje, existem vários sistemas lentivirais comerciais, e a escolha do melhor 
sistema é de extrema importância e depende das características do experi- 
mento. Na escolha do melhor sistema comercial, os seguintes pontos podem 
ser levantados: 

1) Avaliar a necessidade de um gene marcador, como eGFP, dsRED, lucife- 

rase etc., e a necessidade de um gene de resistência a antibióticos. 

2) Avaliar o promotor mais adequado ao estudo. 

3) Fazer a escolha do melhor shRNA para o gene-alvo. Tipicamente, vários 

shRNA devem ser gerados e testados. 

4) A expressão de mais de um transgene pelo mesmo vetor também é uma 

possibilidade que pode ser considerada 

5) Quando o trabalho envolve genes tóxicos e genes que precisam ser 

expressos conforme determinanação, verificar a necessidade de se utilizar 
um sistema induzível, no qual a expressão gênica pode ser controlada 
temporalmente. 
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22.8.1.2 Biossegurança 


Toda a manipulação (desde a produção até os ensaios funcionais), trans- 
porte e descarte de vetores lentivirais deve obedecer às normas de biosse- 
gurança da CTNBio” referentes ao trabalho com organismos geneticamente 
modificados de nível 2 de biossegurança. É importante: 

1) Antes de iniciar os trabalhos, a área e o projeto devem ter permissão da 
CTNBio. As solicitações são encaminhadas via Comissão Interna de Bios- 
segurança da Instituição (CIBio). 

2) A compra e o transporte de lentivírus devem obedecer às normas da 
CTNBio. 

3) Qualquer célula transduzida (in vitro ou in vivo) com vetor lentiviral 
passa a ter nivel 2 de biosseguranga. 

4) Cuidado redobrado deve ser tomado quando o trabalho envolver o uso 
de vetores lentivirais portando shRNA que regulam genes envolvidos no 
controle do ciclo celular, bem como vetores portando oncogenes, devido 
aos seus possíveis efeitos nocivos, como indução de carcinogênese”. 


22.8.1.3 Obtenção de partículas virais 


Tiscornia e colaboradores?” descreveram protocolo detalhado para a pro- 
dução de lentivírus. Este clássico protocolo é popular e seguido pela maioria 
dos laboratórios. Os passos descritos a seguir partem do pressuposto de que 
as partículas virais já foram geradas. 


22.8.1.4 Titulação 


O título viral indica a quantidade de partículas virais produzidas. Todas 
as preparações virais precisam ser tituladas. Mesmo que as partículas virais 
tenham sido obtidas prontas e com título conhecido, recomenda-se efetuar 
nova titulação, a fim de verificar se as partículas virais permanecem viáveis 
e com o título esperado. 

É importante notar que as partículas lentivirais devem ser armazenadas à 
temperatura de -80 ºC, e ciclos de congelamento e descongelamento devem 
ser evitados, pois levam a uma diminuição de 50% do título viral. Para 


* Ver www.ctnbio.gov.br. 
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evitar maior perda do título, recomenda-se que diversas alíquotas sejam 
feitas após o primeiro descongelamento. 

Os vetores lentivirais, além do transgene de interesse do pesquisador, 
podem conter um gene que codifica uma proteína marcadora, seja uma pro- 
teína fluorescente (EGFP, DsRed, entre outras), ou uma proteína que confere 
resistência a antibiótico (neomicina, puromicina etc.), ou ambas. Quando 
presente, o gene marcador facilita e direciona a escolha do protocolo para 
titulação da preparação viral. Citometria de fluxo é o método de escolha 
para a titulação de vírus que expressam sequências de proteínas fluores- 
centes. Alternativamente, o protocolo de seleção de colônias resistentes a 
antibióticos é aplicado na rotina de titulação de vírus que expressam genes 
que criam tolerância ao tratamento com antibiótico. A detecção da proteína 
lentiviral p24 por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) também é 
possível”, mas não será descrita neste trabalho. 


Titulação viral utilizando citometria de fluxo 


1) No dia anterior à transdução viral, plaquear 5 x 10º células da linhagem 
HT1080 (ATCC n. CCL-121) em cada poço de uma bandeja de 6 poços, 
utilizando 2 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) suplementado com 10% de soro bovino por pogo. A cultura 
é mantida a 37 °C, em atmosfera úmida com 5% de CO,. Separar dois 
poços e reservar um como controle negativo, e o outro para verificação 
do número de células no dia da transdução. Preparar uma bandeja de 
6 poços para cada estoque viral que deseja titular. Observação: outras 
linhagens celulares, incluído a célula alvo do estudo, podem ser utilizadas 
para a titulação. Para isso, ajustar os parâmetros, como meio e número de 
células utilizado, de forma que no dia seguinte cada poço tenha em torno 
de 40% a 50% de confluência. 

2) Vinte e quatro horas após o plaqueamento, tripsinizar e contar o número 
de células presentes em um dos poços reservados. O número de células no 
momento da transdução será utilizado no cálculo do título viral. Realizar 
a transdução dos demais poços com amostras do vírus a ser titulado. 

3) A transdução é realizada na presença de DMEM contendo 8 pg/ml de 
polibreno. Remover o meio de cultura de 5 poços restantes e adicione 
0,7 ml de DMEM mais polibreno em cada poço. Em seguida, adicionar 
25 pl, 50 pl, 100 pL e 150 pL do estoque viral respectivamente em cada 
um dos 4 poços. O quinto poço não receberá virus, apenas DMEM com 
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polibreno, e servirá como controle negativo da transdução viral. Manter 
a cultura na estufa durante 6 a 8 horas, mexendo a bandeja a cada 30 a 
60 minutos. Observações: 

e Polibreno (brometo de hexadimetrina) é um composto polica- 
tiônico usado para neutralizar as cargas de interação, a fim de 
aumentar a ligação entre o capsídeo viral e a membrana celular. 
O polibreno pode ser tóxico, dependendo do tipo celular. Assim 
a concentração de uso pode ser determinada empiricamente, 
geralmente variando entre 1 pg/mL e 8 pg/mL. 

e Os valores sugeridos são referentes a uma produção viral não 
concentrada. Para produções virais concentradas (título espe- 
rado acima de 107 TU/mL - transducing units por mL), diluir o 
estoque viral 50 vezes antes de fazer a transdução. 

4) Após o período de incubação descrito no passo 3, adicionar 1,5 ml de 
meio DMEM a cada poço e devolver as células à estufa por 48 horas. 

5) Após 48 horas de transdução, verificar o número de células fluorescentes 
através de análise por citometria de fluxo (ver a seguir tópico sobre como 
preparar as células para análise por citometria de fluxo). Observação: 
as células transduzidas, fluorescentes podem ser identificadas e contadas 
usando microscópico de fluorescência. Contudo, o resultado poderá ser 
menos preciso. 

6) Calcular o título utilizando a fórmula: 


Título = Nº de células no dia da transdução x % de células transduzidas 


volume viral em ml 


Ex.: transduzindo-se 1 x 10º células com 5 pL de vírus, obteve-se uma 
proporção relativa de células transduzidas de 0,05 (5%). Logo: 1 x 10º TU/ 
mL. Observação: utilizar apenas os resultados dos poços que apresentaram 
entre 5% e 20% de células positivas. 


Preparação das células para análise por citometria de fluxo 


1) Separar tubos de poliestireno próprios para o citômetro, lembrando que 
cada placa ou poço no experimento deve ser colocado separadamente em 
um tubo. Etiquetar adequadamente. Adicionar aos tubos meio de cultura 
contendo soro, em volume igual ao utilizado para a tripsina. Por exemplo, 
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2) 


3) 


4) 


5) 


6) 


se são necessários 500 pL de tripsina, adicionar ao tubo de poliestireno 
500 pL de meio de cultura. 

Remover o meio de cultura das placas onde se encontram as células que 
serão avaliadas por citometria de fluxo. Lavar as células com tampão fos- 
fato-salina (PBS) 1X para remover sobras de meio e fazer a tripsinização 
das células. 

Homogeneizar para desprender todas as células da placa e eliminar pos- 
síveis grumos de células e transferir as células em tripsina para seu res- 
pectivo tubo. 

Centrifugar os tubos a 1.000 rpm por 5 minutos em centrifuga refrige- 
rada a 4 °C. Descartar o sobrenadante. 

Ressuspender as células em PBS 1X e manter as células a 4 °C ou no gelo. 
As células nesta condição devem ser analisadas em até 4 horas. Obser- 
vação: o volume de tampão a ser adicionado depende da quantidade de 
células. Para análise por citometria, as células não devem estar muito 
concentradas ou muito diluídas. 

Quando o gene marcador for EGFP, as células podem ser fixadas através 
da adição de paraformaldeído 4% em vez de PBS 1X. As células fixadas 
podem ser armazenadas a 4 °C por até uma semana. Anteriormente à lei- 
tura, o paraformaldeído deve ser removido: centrifugar as células fixadas 
a 1.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, descartar o sobrenadante e ressuspen- 
der as células em PBS 1X. 


Titulação viral utilizando ensaio de seleção de 
colônias resistentes a antibiótico 


1) 


X 


Para cada estoque viral que desejar titular, plaquear 5 x 10º células da 
linhagem HT1080 (ATCC n. CCL-121) em cada poço de uma bandeja 
de 6 poços, utilizando 2 mL de meio DMEM suplementado com 10% 
de soro bovino por poço. Plaquear mais dois poços ou duas placas de 
35 mm que servirão como controles. Observação: outras linhagens celu- 
lares podem ser utilizadas para a titulação. 

Vinte e quatro horas após o plaqueamento, iniciar o processo de transdu- 
ção. Preparar diluições seriadas do estoque viral. Em um tubo adicione 
1 pL do estoque viral em 999 pL de DMEM contendo 8 pg/mL de poli- 
breno (diluição de 10º vezes). Em outro tubo, misturar 999 pL de DMEM 
com polibreno e 1 pL do vírus diluído anteriormente (diluição final 10% 
vezes). Remover o meio de plaqueamento dos 6 poços e adicionar nos 
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3 primeiros poços 1 pL, 10 pL e 100 pL, respectivamente, da primeira 
diluição (10º X). Nos 3 poços restantes, adicionar 1 pL, 10 pL e 100 pL, 
respectivamente, da segunda diluição (10º X). Completar o volume adi- 
cionando 0,7 mL de DMEM contendo 8 pg/mL de polibreno por poço. 
Substituir o meio de plaqueamento das duas placas controles pelo meio de 
transdução (DMEM + 8 pg/mL de polibreno). Incubar as células a 37 ºC, 
em atmosfera úmida com 5% de CO,, durante 6 a 8 horas, mexendo a 
placa a cada 30 a 60 minutos. Em seguida, adicionar 1,5 mL de meio 
DMEM em cada poço ou placa de 35 mm. Observação: a diluição de 10% 
X só é necessária para produções virais concentradas, cujo título esperado 
seja maior que 107 TU/mL. 

Após 24 horas da transdução, trocar o meio de cultura por meio DMEM 
suplementado com o antibiótico de seleção (geneticina, puromicina etc.). 
Se necessário, faça uma curva de concentração de antibiótico para identi- 
ficar a concentração de antibiótico ideal, ou seja, a dose capaz de matar as 
células não transduzidas dentro de 4 a 7 dias. Observação: deve-se adicio- 
nar antibiótico a apenas uma das placas controles. O outro controle deve 
permanecer sem vírus e sem antibiótico. Este controle não deve morrer 
antes do fim da titulação. 

Monitorar as células diariamente até a morte de todas as células da placa 
controle: sem vírus, porém com meio de seleção. Em média essa etapa de 
seleção é de sete dias. Cultivar as células em meio de seleção por mais 7 a 
10 dias, até a formação de colônias. 

Para determinar o número de colônias resistentes, aspirar o meio das pla- 
cas e lavar com PBS 1X. Em seguida, fixar as colônias por 5 minutos à 
temperatura ambiente com metanol. Descartar o metanol, esperar secar 
e corar as colônias com solução a 1% de cristal violeta por 1 minuto. 
Remover o corante, lavar as placas com água destilada e contar as colô- 
nias. Determinar o título viral, expresso em cfu/ml ( do inglês, colony 
forming units/ml) 


Título = Nº colônias x fator de diluição 


volume de vírus usado na transdução em ml 


Ex.: foram contadas 20 colônias, usando-se 1 pL de vírus, no poço con- 
tendo a diluição viral de 10º X, então: 2 x 107 cfu/ml. 
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22.8.1.5 Determinação da multiplicidade 
de infecção (MOI) ideal 


A multiplicidade de infecção (MOI) indica o número de partículas virais 
apresentadas para cada célula durante a transdução. Por exemplo, uma MOI 
de 1 significa que existe uma partícula viral para cada célula no experi- 
mento. À MOI ideal depende da célula alvo, ou seja, diferentes linhagens 
celulares requerem diferentes MOI(s). A avaliação de MOI é um parâmetro 
importante na determinação da eficiência de transdução celular. A deter- 
minação da MOI capaz de atingir a transdução da maior porcentagem de 
células é fundamental na padronização de estudos funcionais. O protocolo 
a seguir é utilizado para traçar uma curva de MOI: 

1) Plaquear as células de interesse com confluência entre 40% a 50%, utili- 
zando o meio de cultura recomendado. Utilize bandejas de 6 ou 12 poços 
para plaqueamento. Separar dois poços para utilizar como controle: um 
que será o controle negativo da transdução e o outro que será utilizado 
para verificar o número de células presentes no dia da transdução. Incube 
as células a 37 ºC, com 5% de CO. 

2) Vinte quatro horas depois, realizar a contagem do número de células 
presentes em um dos poços controle. Este número será utilizado para 
calcular o volume de vírus que será necessário para que a MOI desejada 
seja obtido. 

3) Remova o meio de cada poço e adicione o volume da preparação viral 
que corresponda a diferentes MOI(s), de acordo com a curva de dose 
escolhida. Por exemplo: pode-se iniciar com os MOI(s) de 0, 1, 2, 5, 10, 
20. Incubar as células a 37 °C, com 5% de CO,, durante 6 a 8 horas, 
mexendo a placa a cada 30 a 60 minutos. Após o período de incubação, 
completar o volume de cada poço com meio de cultivo e devolver as célu- 
las à estufa de CO,. É essencial a utilização de preparações virais titula- 
das. O título pode ser um fator limitante na determinação do máximo 
MOI que pode ser utilizado. Observações: 

a) Para calcular a quantidade de vírus necessária para um determi- 
nado MOI, use a fórmula: 


Nº de células x MOI 
Título 


O resultado é referente ao volume de vírus em ml. Ex., transdu- 
zindo-se 1x10º células com uma MOI desejada de 5, utilizando-se 


970 


b) 


Biotecnologia Aplicada à Saúde 


uma produção viral cujo título calculado foi de 1x10°. Logo: 500 
uL de vírus devem ser utilizados. 

Os valores de MOI sugeridos devem ser adequados à necessidade 
do estudo funcional. 


4) Depois, completar o volume de meio das placas com meio suplementado 
com 8 pg/mL de polibreno (meio de transdução). O volume de meio deve 
ser o mínimo necessário para cobrir o fundo do poço. Por exemplo, cerca 
de 0,6 mL a 0,7 mL ou 0,2 mL a 0,3 mL para bandejas com 6 ou 12 
poços, respectivamente. 

5) A análise da eficiência de transdução pode ser feita de duas formas, depen- 
dendo das características do lentivírus, como acontece com a titulação: 


a) 


b) 


Se o vírus for portador de sequência que confira resistência a anti- 
biótico, o ensaio de formação de colônia pode ser utilizado. Vinte e 
quatro horas após a transdução, o meio de cultura é suplementado 
com o antibiótico de seleção. As culturas são observadas diaria- 
mente, durante 10 a 14 dias, até identificação de colônias resisten- 
tes. Seguindo o mesmo protocolo da titulação utilizando ensaio de 
seleção de colônias resistentes a antibiótico, as colônias são coradas 
e contadas, para determinação da eficiência de transdução corres- 
pondente a cada MOI. Atenção: muitas vezes, quando a eficiência 
de transdução é alta, torna-se difícil individualizar colônias. Neste 
caso, repetir a curva com MOlI(s) menores. 

Caso o vírus carregue como marcador o gene para proteína fluo- 
rescente, como eGFP, a curva de MOI pode ser traçada 48 horas 
após transdução. Nesse caso, a porcentagem de células fluorescentes 
(eGFP positivas) pode ser rapidamente determinada por meio de 
citometria de fluxo. 


Durante o planejamento de ensaios com vetores lentivirais, é preciso 
atentar ao fato de que uma MOI alto pode demandar um volume consi- 
derável de vírus. Por exemplo: algumas empresas comercializam partículas 
virais que são fornecidas com um título de 106 TU/mL; para se transduzir 
10º células com um MOI de 5 utilizando este estoque viral (10º TU/mL), 
seriam necessários 5 mL de vírus no total. Embora possam ser obtidos títu- 
los lentivirais por volta de 107 TU/mL a 10º TU/mL, sua obtenção pode ser 
laboriosa, ou ter um custo mais elevado caso o vírus seja adquirido comer- 
cialmente. Portanto, os trabalhos com vetores lentivirais devem ser plane- 
jados com cuidado, tendo sempre em mente a limitação dos estoques virais. 
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Uma discussão interessante sobre MOI e eficiência de transdução pode ser 
encontrada no trabalho de Kustikova e colaboradores**. 

A Figura 22.14 apresenta um gráfico que exemplifica um experimento de 
curva de MOI para três linhagens diferentes. 
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Figura 22.14 Gráfico exemplificando a curva de MOI para três linhagens. No gráfico, é possível verificar a diferença quanto à capaci- 
dade de transdução do vírus de acordo com a linhagem estudada. No exemplo, verifica-se que a linhagem 3 pode ser facilmente trans- 
duzida, uma vez que uma MOI de 5 transduz aproximadamente 100% das células, enquanto na linhagem 2 a transdução é dificultada, 
pois um alto valor de MOI (20) não foi suficiente para transduzir 100% dos células. 


22.9 CONCLUSÕES 


À terapia gênica completou 23 anos de experiência clínica rodeada de 
vários exemplos de sucessos temperados com alguns casos nos quais efeitos 
colaterais foram observados. Contudo, na base tecnológica da transferência 
e de seu uso terapêutico estão trabalhos-chave e tentativas corajosas de usar 
DNA recombinante como fármaco. 

Protocolos clínicos experimentais de terapia gênica são factíveis e podem 
trazer benefícios para os pacientes. Demonstrações sólidas do potencial da 
terapia gênica começam a ser revelados. Na próxima década, as expectativas 
que sempre cercaram a terapia gênica serão alcançadas, e a terapia gênica 
será um acessível procedimento médico. 
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22.10 PERSPECTIVAS FUTURAS 


Notícias recentes indicam que os primeiros tratamentos na base de trans- 
ferência gênica devem ser aprovados para comercialização no futuro pró- 
ximo”. Mesmo assim, o amadurecimento da terapia gênica ainda depende 
do aprimoramento das abordagens e dos vetores empregados. Esperamos 
que o sucesso da terapia gênica no exterior sirva como exemplo e impulso 
para expandir os esforços neste campo de estudo no Brasil. 
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sintetizada por técnicas de DNA recombinante e obteve aprovação para ser 
comercializado nos meados da década de 1980. A utilização do r-hGH foi 
impulsionada pelos casos da doença de Creutzfeld-Jacob (DC]), advindos do 
tratamento convencional da deficiência de hormônio de crescimento (DGH) 
com o hormônio de extração hipofisária!. A DC] clássica se apresenta em 
diversas formas. Em sua forma adquirida, a proteína defeituosa é transmi- 
tida iatrogenicamente (isto é, como resultado de ação médica ao paciente), 
seja pela utilização de medicamentos (como hormônio de crescimento, por 
exemplo) ou de implantes (enxertos de córnea ou de dura-máter, por exem- 
plo). Nesses caso, ocorre uma invasão do corpo do paciente por um príon 
externo a ele. A nova variante da DCJ foi descoberta em 1996, e esta forma 
da doença é causada pela transmissão de príons adquiridos através do con- 
sumo de carnes e vísceras bovinas provenientes de animais afetados pela 
encefalopatia espongiforme bovina, vulgarmente conhecida como doença 
da vaca louca. Outro fator estimulador para o r-hGH foi a disponibilidade 
praticamente ilimitada da proteína recombinante”. 

Por outro lado, essa tecnologia baseada em ferramentas da engenharia 
genética apresenta como desvantagens principais os trabalhosos e dispendio- 
sos processos de purificação e controle de qualidade, inerentes à obtenção 
de uma proteína recombinante terapêutica para uso injetável’. No caso espe- 
cífico do hormônio de crescimento (GH), somam-se os inconvenientes das 
repetidas injeções e de um tratamento prolongado**. Estes fatores, aliados 
ao fato de a real necessidade terapêutica do GH e da sua detecção por imu- 
noensaios ser bem conhecida e sensível, propiciaram o posterior desenvolvi- 
mento de estudos de terapia gênica ex vivo e in vivo, já a partir do final dos 
anos 1980º”. Outra potencial vantagem da terapia gênica para o GH seria a 
possibilidade de liberação da proteína terapêutica de maneira mais similar 
à fisiológica, além da disponibilidade de modelos animais que reproduzem 
os efeitos fenotípicos da DGH em humanos. Entre tais modelos, destacam- 
se os camundongos anões, mais conhecidos como lit/lit ou little, e os anões 
imunodeficientes (/it/scid), linhagens estas que podem ser adquiridas comer- 
cialmente do The Jackson Laboratories (Bar Harbor, Estados Unidos). O 
camundongo lit/lit apresenta uma mutação no receptor do gene liberador de 
GH (do inglês, growth hormone releasing hormone — GHRH), que confere 
uma deficiência semelhante à DGH tipo 1B em humanos**. Por sua vez, o 
lit/scid possui, além dessa mutação que origina o nanismo, uma segunda 
mutação, responsável por uma imunodeficiência severa”. 

O tratamento da DGH mediante protocolos de terapia gênica ainda não 
alcançou o estágio clínico para humanos, e a maior dificuldade é ainda a 
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obtenção de níveis terapêuticos sustentáveis e reguláveis de GH”. Porém, 
muitos estudos interessantes e promissores têm sido realizados utilizando 
diversas estratégias de terapia gênica ex vivo e in vivo, metodologias de 
transferência gênica baseadas em vetores virais ou plasmidiais e modelos 
animais. Além disso, esses estudos, que utilizam o gene do GH como modelo, 
abrem também perspectivas para a utilização de outras proteínas terapêuti- 
cas que necessitam de liberação sistêmica. 

Neste capítulo, dentre os vários estudos de terapia gênica ex vivo para o 
GH, serão enfatizados os resultados obtidos com a utilização de queratinó- 
citos humanos primários como células-alvo, inclusive devido à nossa própria 
experiência nesse campo?*!!, Os queratinócitos são um alvo atrativo para 
esta finalidade por serem facilmente obtidos de biópsias de pele e seu cultivo 
já estar padronizado desde os trabalhos pioneiros do grupo do dr. Howard 
Green, do Instituto de Tecnologia de Massachusetts'*, além de seu trans- 
plante também já ser bem estabelecido em pacientes com queimaduras! e 
da terapia poder ser revertida pela simples excisão do tecido transplantado. 
Será também discutida a administração de vetores plasmidiais (não virais) 
associada à eletrotransferência, uma estratégia prática e eficiente de terapia 
gênica in vivo, que tem fornecido resultados interessantes em nosso labora- 
tório*”!415, Em todos esses estudos foram utilizadas as linhagens de camun- 
dongos lit/lit e lit/scid, com as quais trabalhamos desde a década de 19905. 


23.2 HISTÓRICO 


A definição da terapia gênica como a introdução de genes ausentes ou 
defeituosos em células somáticas para tratamento de doenças graves é basi- 
camente a mesma desde o desenvolvimento dos primeiros protocolos clí- 
nicos para humanos no final da década de 1980%!718. Até o ano de 2012, 
mais de 1.800 protocolos já tinham sido aprovados em mais de 31 países, 
com significativos resultados terapêuticos!?. Esses protocolos envolvem a 
utilização de vários tipos de genes, tais como antígenos, citocinas, supres- 
sores de tumor e fatores de crescimento, que em sua grande maioria estão 
relacionados ao câncer, a doença mais frequentemente tratada por terapia 
gênica, correspondendo a aproximadamente 55,3% dos estudos. Utilizam- 
se também uma grande variedade de vetores e de técnicas de transferência 
gênica, destacando-se os vetores adenovirais (23,3% dos protocolos), retro- 
virais (19,7%) e o DNA plasmidial (18,3%), como recentemente revisado 
por Ginn e colaboradores”. 
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Os primeiros protocolos clínicos de terapia gênica datam do início dos 
anos 1990 e foram direcionados para o tratamento de crianças com imu- 
nodeficiências severas, mais conhecidas como imunodeficiência severa 
combinada ligada ao cromossomo X (do inglês, X-linked severe combined 
immunodeficiency — SCID-X1) e deficiência de adenosina deaminase (do 
inglés, adenosine deaminase deficiency —- ADA-SCID)?2!, Essas doenças são 
caracterizadas pela inabilidade das células progenitoras do sistema imune 
diferenciarem-se em células maduras, principalmente os linfócitos T e B. 
Os pacientes acometidos ficam então altamente suscetíveis a infecções bac- 
terianas e virais, e na ausência de um tratamento efetivo necessitam de um 
ambiente estéril para sobreviver?. Infelizmente, 2 das 11 crianças tratadas 
por terapia gênica na França desenvolveram um tipo de leucemia devido à 
integração do vetor retroviral utilizado, em uma região próxima do promo- 
tor do proto-oncogene LMO?, o que levou a uma transcrição e expressão 
descontroladas do gene LMO2?*. Outro agravante da situação foi a morte 
trágica de um paciente de 18 anos nos Estados Unidos, em 1999, atribuída 
a uma severa inflamação sistêmica causada pela reação a um vetor adeno- 
viral contendo o gene da ornitina transcarbamilase, uma enzima envolvida 
na síntese de ureia?. Estes incidentes levaram a uma diminuição drástica 
dos protocolos de terapia gênica a partir de 2003, advinda do aumento da 
preocupação das agências regulatórias, principalmente, com a utilização de 
vetores virais, ocasionando o aumento do número de estudos voltados para 
a segurança dos protocolos*25?”, 

Com relação à utilização dos queratinócitos em protocolos de terapia 
gênica ex vivo para o GH, em um dos primeiros trabalhos”? foram utiliza- 
dos queratinócitos humanos primários, transduzidos com um vetor retro- 
viral contendo o gene do hormônio de crescimento humano (hGH), e foi 
obtida uma expressão in vitro de apenas 0,072 pg hGH/10º células/dia. O 
epitélio formado por essas células foi implantado em camundongos atímicos, 
mas não foi detectado hormônio na circulação dos animais. Em um traba- 
lho subsequente, foi utilizada uma linhagem estabelecida de queratinócitos 
derivados de um carcinoma facial escamoso, a qual foi transfectada com 
vetores plasmidiais contendo o gene do hGH controlado por promotores 
da metalotioneina ou da timidina quinase. Embora tenha sido obtida uma 
alta expressão in vitro de 5,3 pg hGH/10º células/dia, os níveis de hormônio 
secretados na circulação de camundongos atímicos foram de 0,6 ng/mL a 0,1 
ng/mL a valores indetectáveis, após quatro semanas do implante”. Um nível 
mais alto de hGH na circulação, de até 2,6 ng/mL, foi obtido por Jensen e 
colaboradores* em camundongos atímicos implantados com queratinócitos 
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humanos primários transfectados por um vetor plasmidial, no qual o gene 
do hGH estava sob o controle do promotor do vírus de símio (SV40). Como 
a secreção de hGH durou apenas quatro dias, os autores atribuíram a causa 
à perda das células da camada basal, fato visualizado por meio da utilização 
de queratinócitos transfectados com o gene repórter da B-galactosidase. 

Outro tipo de estratégia foi utilizada pelo grupo de Vogt e colaborado- 
res*', que infectaram queratinécitos porcinos com um vetor retroviral con- 
tendo o gene do hGH, e essas células foram transplantadas em feridas cria- 
das em porcos, originando um tipo de sistema de cultura celular in vivo. O 
hormônio foi detectado no fluido da ferida durante dez dias com um pico de 
0,35 ng/mL no sexto dia. Os autores relataram que a não detecção do hGH 
a partir do décimo dia coincidiu com o restabelecimento da barreira epitelial 
que impediria sua difusão. Foi sugerido, porém, que este modelo poderia ser 
útil na cura de feridas, em que é requerida apenas uma secreção temporária 
de fatores de crescimento ou proteínas terapêuticas. 

A tecnologia de camundongos transgênicos também foi utilizada para 
demonstrar a eficácia de modelos de terapia gênica baseados em queratinó- 
citos. Wang e colaboradores”? produziram camundongos transgênicos pela 
microinjeção de um plasmídeo contendo o gene do hGH controlado pelo 
promotor da queratina 14 humana, e estes camundongos secretaram altos 
níveis de hGH, de até 50 ng/mL. Fragmentos de pele da cauda destes animais 
foram implantados no dorso de camundongos scid, obtendo-se níveis de 
hGH entre 0,15 ng/mL e 0,40 ng/mL na circulação durante catorze semanas. 
Esses valores correspondem a apenas um décimo dos níveis fisiológicos, e 
não foi observado, portanto, um aumento do peso corpóreo dos camundon- 
gos implantados. Esse tipo de estudo demonstrou, porém, que o implante de 
pele de camundongos transgênicos foi capaz de proporcionar níveis detectá- 
veis de hGH na circulação por um longo período. 

Esses trabalhos serviram de base para que nosso grupo investisse esforços 
no desenvolvimento de uma metodologia de terapia gênica ex vivo, baseada 
na utilização de queratinócitos humanos primários, transduzidos por vetores 
retrovirais contendo os genes do hormônio de crescimento humano (hGH) 
ou de camundongo (mGH). As células modificadas geneticamente foram 
implantadas em camundongos anões imunodeficientes (lit/scid), e os prin- 
cipais resultados são relatados na próxima seção, juntamente com aque- 
les obtidos por outros grupos que também trabalham com terapia gênica 
de crescimento. 
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23.3 TÉCNICAS DE TERAPIA GÊNICA APLICADAS 
A MODELOS ANIMAIS DE NANISMO 


23.3.1 Estratégias ex vivo 


23.3.1.1 Mioblastos 


Um grupo canadense” relatou que o defeito de crescimento de camun- 
dongos anões da linhagem Snell dwarf podia ser parcialmente corrigido 
mediante implantação de microcápsulas contendo mioblastos alogênicos 
geneticamente modificados capazes de secretar hormônio de crescimento 
de camundongo (mGH). A encapsulação destes mioblastos de camundongo 
e o implante nos Snell dwarf deficientes de GH proporcionou um sistema 
completamente homólogo. O plasmídeo pKL-mGH que codifica o mGH- 
cDNA sob regulação do promotor de B-actina humana, contendo também o 
gene da resistência à neomicina, foi usado para transfectar a linhagem celu- 
lar de mioblastos de camundongos C2C12. Clones resistentes à geneticina 
(G418) foram selecionados e escolhidos com base no conteúdo de mGH no 
meio de cultura. O clone Myo-45, que secretava 147 ng de mGH/10º célu- 
las/dia, foi selecionado para encapsulação. As microcápsulas foram implan- 
tadas mediante um cateter na cavidade peritoneal e, ao final da terceira 
semana, o peso corporal dos camundongos anões tinha aumentado de apro- 
ximadamente 1,6 vezes, enquanto o comprimento corporal tinha dobrado 
com relação ao grupo controle. Houve aumento significativo nos níveis de 
ácidos graxos livres não esterificados (uma medida do efeito lipolítico do 
mGH), além de o peso dos órgãos periféricos e da espessura da tíbia resulta- 
rem significativamente maiores. Os autores levantaram a hipótese de que a 
maioria do mGH produzido tinha sido sequestrado pelos receptores de GH 
no fígado, induzindo a secreção do fator hepático insulino-similar IGF-I, 
que intermedia a maioria dos efeitos metabólicos sistêmicos dependentes 
do GH. Depois de cinco semanas, porém, a falta de posterior incremento de 
peso ou comprimento ficou evidente em todos os camundongos. De acordo 
com os autores, isto não se deveu à ausência da expressão transgênica pelas 
células encapsuladas, mas à falta de resposta ao hormônio em camundon- 
gos daquela idade (13 a 15 semanas). De fato, um segundo implante de 
cápsulas recém-preparadas, no dia 42, também não proporcionou ulterior 
incremento no crescimento. Além disso, células encapsuladas retiradas no 
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final do experimento (178 dias) continuaram a secretar in vitro mais de 
200 ng de mGH/10ºcélulas/dia. É interessante observar que todos os grupos 
de camundongos anões apresentaram níveis de GH baixos ou indetectá- 
veis no plasma (entre 1,32 ng/mL e 1,42 ng/mL no máximo), comparáveis 
ao limite de detecção menor ou igual a 0,62 ng/mL próprio do radioimu- 
noensaio de mGH utilizado nesse estudo. Os autores, assim, levantaram a 
hipótese de que as cápsulas provavelmente liberavam níveis circulatórios de 
mGH abaixo do nível de detecção do ensaio. Contudo, tal estudo demons- 
trou a eficácia clínica de um sistema não autólogo e seu potencial para uma 
aplicação generalizada em terapias que requerem um fornecimento sistêmico 
do produto gênico recombinante. 


23.3.1.2 Fibroblastos 


Os fibroblastos são também um tipo de célula potencialmente interes- 
sante para administração ex vivo de produtos gênicos, considerando sua 
fácil acessibilidade e cultura in vitro, seu sistema conveniente de reimplante e 
potencial de entrega de proteínas através da circulação. Em 1995, um grupo 
de pesquisa da Universidade Nacional de Taiwan empregou, portanto, ratos 
hipofisectomizados em modelo animal capaz de explorar o uso de fibro- 
blastos geneticamente modificados para terapia gênica de crescimento”. Um 
vetor retroviral dicistrônico contendo o ácido desoxirribonucleico comple- 
mentar (CDNA) do hormônio de crescimento porcino (pGH) sob controle 
do promotor de long terminal repeat (LTR) no primeiro cistron e o gene 
de resistência à neomicina no segundo, foi usado para infectar fibroblastos 
embrionários primários de rato. As células transduzidas proporcionaram um 
nível de expressão in vitro de até 1,18 pg de pGH/10º célula/dia, e 5 x 10% 
células/animal foram injetadas diretamente no peritônio de ratos hipofisec- 
tomizados, levando a um crescimento significativo da tíbia de acordo com 
testes realizados 15 e 57 dias após o implante. Alternativamente, 1 x 10º 
células foram introduzidas em matrizes (0,5 cm de diâmetro) de colágeno 
implantadas sob a pele, no dorso dos ratos. Uma reação da polimerase em 
cadeia em tempo real (RT-PCR) semiquantitativa confirmou que a expressão 
do pGH por parte dessas células durou até setenta dias. Infelizmente, um 
método de ensaio imunoenzimático (ELISA) suficientemente sensível não 
estava disponível, e o pGH não pôde ser detectado no soro dos animais. Por 
outro lado, o crescimento da tíbia em ratos hipofisectomizados ofereceu 
uma clara evidência da atividade in vivo do pGH diretamente em ensaio 
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funcional, confirmando que os fibroblastos são realmente capazes de secre- 
tar persistentemente genes heterólogos. 

O mesmo grupo chinês usou posteriormente fibroblastos fetais porcinos 
primários, transduzidos com o vetor baseado em pGH descrito acima, para 
aumentar ainda mais o peso de suínos Tao-Yuan com retardo de cresci- 
mento. Trata-se de uma linhagem local de Taiwan, cuja característica é um 
lento crescimento e obesidade, mas cuja carne é saborosa”. O uso de fibro- 
blastos imortalizados foi evitado por causa de seu potencial tumorigênico, 
mesmo tendo sido usados com sucesso em diversos estudos em camundon- 
gos. As células primárias transduzidas foram encapsuladas com o mesmo 
tipo de membrana alginato-poli-L-lisina-alginato já usada para mioblastos 
de camundongo? e, posteriormente, implantadas na cavidade peritoneal do 
porco. Isto proporcionou um aumento significativo de peso já dezesseis dias 
após o implante, mesmo não sendo detectado incremento de pGH sérico. O 
uso de microcápsulas imunoprotetivas constitui-se, portanto, um método 
simples para administrar genes recombinantes in vivo e provou-se uma téc- 
nica válida para a melhora no crescimento desses animais. Como as micro- 
cápsulas não precisam de preparações ex vivo paciente-específicas e são pro- 
duzidas em escala industrial, com controle de qualidade relativamente fácil, 
tal metodologia é também economicamente viável. 


23.3.1.3 Queratinócitos 


Nosso grupo de pesquisa focou suas atividades ex vivo principalmente no 
uso de queratinócitos humanos primários que foram transduzidos, mediante 
vetores retrovirais, com os genes do GH humano (hGH) ou de camundon- 
gos (mGH), e posteriormente implantados em camundongos anões imu- 
nodeficientes (lit/scid)>*»*!!, Queratinócitos da epiderme foram escolhidos 
como alvo da nossa metodologia de terapia gênica porque estão entre as 
células mais acessíveis do organismo e podem ser propagadas serialmente 
em cultura, seguindo trabalho pioneiro de Rheinwald e Green!2. Estas célu- 
las transduzidas estavelmente com o gene do hGH (sob controle do promo- 
tor retroviral LTR) propiciaram uma alta secreção in vitro de até 7 pg de 
hGH/10º células/dia?. Seu implante em camundongos lit/scid levou a níveis 
circulatórios de 0,2 ng/mL a 0,3 ng/mL de soro, durante ensaio de doze dias 
(valor do pico: 1,5 ng/mL após quatro horas). Os camundongos implanta- 
dos mostraram também um incremento de peso (0,060 g/animal/dia) signi- 
ficativamente maior (significância estatística < 0,01, ou P < 0,01) daquele 
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apresentado pelos controles (0,023 g/animal/dia), animais que receberam 
queratinócitos não transduzidos. 

Um diagrama esquemático deste procedimento com os principais resul- 
tados encontra-se na Figura 23.12. Esta foi a primeira vez que uma secre- 
ção contínua do hormônio e consequentes alterações fenotípicas devidas ao 
implante de queratinócitos humanos primários secretores de hGH foram 
demonstradas em camundongos lit/scid, um modelo animal conhecido por 
ser particularmente sensível a baixas concentrações de hGH”. 
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Figura 23.1 Diagrama esquemático mostrando os principais resultados da estratégia de terapia gênica ex vivo, utilizando o gene do 
hGH expresso em queratinócitos humanos primários que foram implantados em camundongos lit /scid. 
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Membranas epidérmicas convencionais, formadas por queratinóci- 
tos secretores de mGH e preparadas por nós usando a técnica clássica de 
Barrandon e colaboradores”, mostraram uma queda na velocidade de secre- 
ção maior que 80%, simplesmente devido ao destacamento do epitélio do 
seu substrato. À substituição dessa metodologia de implante convencional 
por culturas “flutuantes” organotípicas do tipo raft resolveu totalmente o 
problema. O emprego de uma estratégia ex vivo similar e essa modificação 
no implante, proporcionaram uma secreção in vitro alta e estável de até 
11 pg de mGH/10º células/dia. Além disso, o surpreendente valor de apro- 
ximadamente 26 ug de mGH/10º células/dia pôde ser alcançado mediante 
seleção clonal'!, realizada semeando queratinócitos secretores de mGH em 
baixa densidade (aproximadamente 500 células/placa de 10 cm de diâmetro) 
e isolando colônias de aproximadamente 5 mm de diâmetro por meio de 
cilindros de clonagem. As células foram expandidas quatro vezes mediante 
passagens seriais (aproximadamente uma passagem/semana) e contadas, 
enquanto o meio foi coletado para determinação do mGH por radioimu- 
noensaio. À seleção clonal revelou que, depois de quatro passagens seriais 
(equivalentes a mais de trinta duplicações cumulativas das células ou a mais 
de 107 células totais), aproximadamente 30% (7 a cada 24) dos clones iso- 
lados mantinha ou apresentava um incremento na expressão de mGH. Esta 
porcentagem representa a fração de células-tronco de queratinócitos huma- 
nos transduzidas presente em nossa cultura, um parâmetro muito impor- 
tante para alcançar o persistente efeito terapêutico desejado. O implante 
estável e de longa duração dessas culturas nos camundongos lit/scid pôde 
ser acompanhado por mais de quatro meses, e um incremento significativo 
de peso foi observado nos primeiros quarenta dias. Níveis circulatórios de 
mGH alcançaram um pico de 21 ng/mL exatamente uma hora depois do 
implante, porém, como já mencionado, este nível caiu, em aproximadamente 
24 horas, para valores basais”. No estudo mencionado, foi então desenvol- 
vido um modelo animal de terapia gênica cutânea baseado em camundongos 
lit/scid e na implantação de culturas organotípicas “flutuantes”. Os quera- 
tinócitos humanos primários empregados apresentaram a maior secreção 
in vitro que já foi descrita para qualquer forma de GH nestas células. Infe- 
lizmente, a sustentabilidade desejada para a secreção in vivo do produto 
transgênico não foi alcançada. 

Diferentes hipóteses podem ser levantadas como possíveis causas dessa 
imediata supressão ou bloqueio do GH exógeno na circulação dos camun- 
dongos lit/scid após o implante. Elas incluem: (i) uma limitada meia-vida 
circulatória do GH em lit/scid; (ii) um rápido clearance (depuração) pela 
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circulação sanguínea devido a ligações específicas ou à transferência sele- 
tiva do GH; (iii) impedimentos devidos à baixa vascularização, a um rápido 
processo inflamatório ou a uma barreira específica não identificada ao GH 
exógeno; (iv) a ocorrência de eventos apoptóticos extremamente eficientes, 
da inativação do transgene ou do seu promotor; (v) uma imunorreatividade 
parcial (leakiness) desenvolvida espontaneamente pelos camundongos imu- 
nodeficientes, que pode levar à produção de células B ou T. Mesmo podendo 
racionalmente ou até experimentalmente excluir vários desses hipotéticos 
mecanismos, até o presente momento não foi possível comprovar a existên- 
cia de nenhum deles. Testes comparativos realizados injetando DNA plasmi- 
dial capaz de expressar mGH, seguido por eletroporação in vivo, aproxima- 
damente no mesmo local da epiderme em que são normalmente implantados 
os queratinócitos, poderiam, portanto, ser informativos. Isto levou o nosso 
laboratório a realizar estudos sobre a administração in vivo de DNA plasmi- 
dial a camundongos lit/lit e lit/scid, a fim de comparar os níveis de hormônio 
circulante obtidos com este tipo de administração e aqueles obtidos após 
implantação de células secretoras de GH. 


23.3.2 Estratégias in vivo 


23.3.2.1 Adenovirus 


A utilização de adenovírus é uma maneira eficaz para administrar genes 
terapêuticos, sendo que eles podem ser produzidos e purificados de forma 
concentrada, o que facilita a transferência in vivo. Outra vantagem está no 
fato que potenciais efeitos oncogênicos resultantes da integração viral em 
regiões críticas do DNA são pouco prováveis, sendo que o adenovírus não 
se integra ao cromossomo do hospedeiro*’. Considerando que os adenovírus 
podem estimular respostas imunogénicas multiplas depois de uma admi- 
nistração sistêmica, há muitas estratégias em estudo que podem evitar essa 
desvantagem. Tais estratégias incluem a modificação no desenho do mesmo 
vetor adenoviral, o uso de promotores tecido-específicos e de vias locais de 
administração e a utilização de drogas imunossupressivas ou de compostos 
específicos capazes de bloquear importantes caminhos imunológicos induzi- 
dos pelo adenovírus'. 

Com relação à deficiência de GH e modelos animais de nanismo, um vetor 
adenoviral contendo o cDNA de hormônio de crescimento de rato (rGH) foi 
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usado em 1996 por um grupo de Houston para induzir a expressão consti- 
tutiva de GH em hepatócitos de camundongos lit/lit*”. Quando o vetor ade- 
noviral, com o gene do GH sob controle do promotor do fator de elongação 
humano 1-a (EFla), foi administrado pela veia caudal em doses de 10º pfu 
(unidades formadoras de colônias), foram detectados altos níveis de GH no 
soro por pelo menos sete semanas. Esta dose viral proporcionou um pico 
extremamente alto de GH no soro (1,9 pg/mL), que depois desceu para apro- 
ximadamente 125 ng/mL nas duas semanas subsequentes, permanecendo 
neste nível por toda a duração do experimento (sete semanas). Uma dose de 
10º pfu induziu níveis ainda maiores de GH (aproximadamente 35 pg/mL), 
que depois desceram para aproximadamente 2,5 pg/mL nas duas semanas 
subsequentes, estabilizando-se em 1 pg/mL durante todo o estudo. Os auto- 
res atribuíram a diminuição na expressão do GH em parte à habilidade do 
sistema imunitário do hospedeiro em reconhecer e subsequentemente elimi- 
nar as células transduzidas pelos vírus. Camundongos anões tratados com 
10º pfu de rGH-adenovírus apresentaram um incremento nos níveis de fator 
de crescimento de insulina I (do inglês, insulin growth factor-I — IGF-I) circu- 
latórios de 61 ng/mL para 238 ng/mL em três semanas. Mesmo com os níveis 
de GH aumentando de forma dramática, os de IGF-I não seguiram o mesmo 
padrão. Isso talvez se deva à presença reduzida de proteína 3 ligante de IGF 
(do inglês, IGF binding protein-3 — IGFBP-3), como já foi observado em 
animais e seres humanos deficientes de GH. Um rápido incremento de peso 
resultando em massa corpórea comparável àquela de camundongos normais 
heterozigotos (lit/+) da mesma idade foi alcançado após cinco semanas de 
tratamento. Após sete semanas de tratamento, o comprimento corporal total 
também não foi diferente daquele dos camundongos lit/+, mas a composição 
corpórea mostrou uma redução na porcentagem de gordura e um incremento 
no conteúdo de água e proteína. Os animais tratados com rGH-adenovírus 
mostraram um incremento modesto, porém significativo, no tamanho do 
fígado e dos rins, juntamente com uma tendência à elevação da glicemia e da 
insulina em jejum, respostas conhecidamente devidas a uma exposição pro- 
longada a altos níveis de GH. Por outro lado, foi sugerido que a hiperpla- 
sia hepática e renal induzida mereceria uma maior investigação. De acordo 
com os autores, o fenótipo do nanismo foi corrigido, com efeitos colaterais 
mínimos, pela expressão constitutiva de GH alcançada mediante a adminis- 
tração in vivo de adenovírus recombinantes. Considerando que a correção 
da insuficiência de GH mediante transferência gênica pode representar no 
futuro uma válida alternativa ao tratamento convencional, a importância 
deste trabalho é inegável, sendo que foi o primeiro estudo que demonstrou 
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uma completa correção fenotípica do nanismo mediante esta nova técnica 
terapêutica. De toda forma, a expressão constitutiva de GH em hepatócitos 
induzida por adenovírus, produzindo enormes quantidades de GH no soro, 
encontraria sérios obstáculos para sua aplicação em seres humanos. 

Em estudo sucessivo, realizado em 1999 por grupos do Instituto Nacio- 
nal de Saúde dos Estados Unidos (NIH), localizado em Bethesda, no estado 
de Maryland, um adenovírus que codifica o cDNA de mGH foi injetado no 
músculo quadríceps ou no ducto submandibular de camundongos anões da 
linhagem Snell para obter um sistema homólogo e assim evitar possíveis 
efeitos colaterais resultantes da administração do hormônio de uma espécie 
diferente”. Quando o vetor adenoviral foi usado in vitro para infectar célu- 
las epiteliais submandibulares imortalizadas (SMIE), derivadas da glândula 
de rato adulto, o maior nível de expressão obtido in vitro foi de aproxima- 
damente 184 ng de mGH/mL, 72 horas após a infecção de células com mul- 
tiplicidade de infecção (MOI) de 300. Para testar sua eficácia in vivo, o vírus 
foi injetado no músculo quadríceps de camundongos anões Snell (5 x 10º 
pfu/animal), resultando em níveis séricos médios de 42 + 29,7 ng de mGH/ 
mL, quatro dias após a infecção. A administração submandibular propiciou 
níveis séricos variáveis de 64,1; 3,4 e 11 ng de mGH/mL em três animais. O 
protocolo intramuscular foi mais eficiente, proporcionando um incremento 
médio de peso corpóreo do camundongo anão de 8%, em exatamente qua- 
tro dias, e de aproximadamente 100% trinta dias após o tratamento. Isto 
indica que o músculo esquelético proporcionou uma expressão do transgene 
relativamente estável e sugere que este pode ser um tecido útil para a admi- 
nistração sistêmica de proteínas. Para obter o soro necessário para determi- 
nar os vários parâmetros metabólicos, o vetor adenoviral foi administrado 
também em ratos jovens por via endovenosa. Os efeitos principais foram um 
incremento de aproximadamente 35% de IGF-I, de aproximadamente 60% 
de colesterol e de aproximadamente 40% de triglicérides no soro, todas 
alterações compatíveis com a ação sistêmica do mGH e com seus efeitos 
anabólicos. Os camundongos e os ratos utilizados nestes estudos receberam 
dexametasona para inibir a resposta imunológica desses animais imunocom- 
petentes. Os autores concluíram que um vetor adenoviral poderá ser uma 
válida ferramenta para o estudo de modelos pré-clínicos murinos. Mesmo 
considerando que a administração intramuscular é mais suave que em outros 
tecidos (por exemplo, o fígado), acreditamos que a maioria das limitações 
típicas da terapia gênica adenoviral está ainda presente nesta estratégia. 
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23.3.2.2 Vírus adeno-associados 


Mais recentemente, em 2008, uma nova geração de vetores virais dupla 
fita adeno-associados (dsA AV), contendo o cDNA de mGH sob controle do 
promotor universal citomegalovírus (CMV), foram usados por um grupo 
coordenado pela Escola de Medicina da Universidade John Hopkins. Estes 
vetores foram empregados na preparação de partículas virais que foram 
injetadas em camundongos GHRHKO, um modelo de deficiência isolada de 
GH resultante da ablação generalizada (knockout, KO) do gene hipotalã- 
mico liberador do GH (GHRH)*º4!, Estes dsAAV geneticamente modificados 
podem infectar células em divisão e não, in vitro e in vivo, com expressão 
transgênica de longa duração (até um ano), causando menores toxicidade 
e resposta imunológica. São, portanto, considerados mais seguros que os 
vetores adenovirais. 

Em estudo inicial, camundongos GHRHKO foram injetados por via intra- 
peritoneal com dose simples (baixa) ou dupla (alta) de 1 x 10! partículas 
virais no 10º e no 11º dia de idade, sendo acompanhados até a 6º ou 24º 
semana de vidat’. Peso e comprimento corpóreo dos dois grupos tratados 
com vetores virais normalizaram com 6 meses de idade, sendo normalizados 
também os comprimentos do fêmur e da tíbia, a composição corpórea e o 
peso dos órgãos (fígado, baço, coração e rim). Na 6º semana, os níveis de 
GH séricos foram maiores em camundongos que receberam dose viral dupla 
chegando à normalidade na 24º semana. O uso de um promotor universal é 
obviamente uma limitação para qualquer aplicação clínica desta estratégia, 
sendo bem conhecidos os riscos em longo prazo associados com uma secre- 
ção de GH excessiva e não regulada. Os autores concluíram que, enquanto a 
aplicabilidade destes resultados ainda está bastante longe de qualquer teste 
clínico em humanos, os vetores adeno-associados (AAV) oferecem um bom 
ponto de partida para o desenvolvimento de novos sistemas de adminis- 
tração regulada de genes virais para o GH. Estes sistemas poderiam ser 
baseados no uso de promotores induzíveis, que podem ser regulados facil- 
mente, ou de promotores tecido-específicos, capazes de proporcionar uma 
boa administração sistêmica juntamente com uma limitada expressão local. 

Em estudo sucessivo, o mesmo grupo utilizou dsAAV capazes de trans- 
crever cDNA de mGH sob controle da sequência reguladora (expression 
cassette) de uma creatinoquinase muscular, para assegurar uma adequada 
administração sistêmica juntamente com uma expressão músculo-especí- 
fica*!. Uma dose baixa (0,5 x 10!! pfu) e uma alta (1 x 10" pfu) de vírus 
foram injetadas no músculo quadríceps direito de camundongos GHRHKO 
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com 10 dias de idade. Estes camundongos GHD injetados com o vírus 
mostraram um incremento significativo (P < 0,05) de peso e comprimento 
corpóreo, sem, porém, alcançar plenamente a normalidade, juntamente com 
uma redução significativa (P < 0,05) de gordura visceral com 6 semanas de 
idade. RT-PCR quantitativa mostrou que a expressão do ácido ribonucleico 
mensageiro (mRNA) de GH no músculo quadríceps dos animais tratados 
com doses altas do vírus foi significativamente maior que no gastrocnêmio, 
músculo cardíaco, rim ou fígado dos mesmos camundongos. Com 6 sema- 
nas de idade, os níveis séricos de GH e IGF-I, nos dois grupos tratados, não 
foram significativamente maiores que nos controles. O estudo mostrou que 
a estratégia da terapia gênica de crescimento mediada por vetores AAV não é 
ainda aplicável em nível clínico, mas que, ao mesmo tempo, a administração 
sistêmica de GH para animais DGH é possível mediante uma única injeção 
de partículas virais derivadas de dsA AV, usando uma estratégia que concen- 
tre a expressão de GH ao músculo esquelético. De fato, é bem conhecido que 
uma expressão gênica generalizada pode produzir alta toxicidade”. 


23.3.2.3 Sistemas não virais, baseados 
em DNA livre (naked DNA) 


Uma estratégia alternativa para a administração gênica in vivo con- 
siste na injeção de DNA livre (naked), ou plasmidial, ou a entrega de DNA 
livre de agentes que promovam a transfecção. Quando realizado em alguns 
tipos de tecidos, especialmente o músculo, é considerado um método bem 
prático, que pode proporcionar níveis de expressão gênica bem significa- 
tivos, ainda que mais baixos do que aqueles obtidos com vetores virais. A 
simplicidade desta metodologia fez com que ela se tornasse o sistema não 
viral mais utilizado em testes clínicos de terapia gênica, representando apro- 
ximadamente 18% dos testes clínicos em andamento”. 

Um grupo de pesquisa ligado a uma empresa do Texas foi pioneira na 
administração de GH gênico mediante DNA livre. Eles desenharam um 
sistema terapêutico específico para músculo, composto por um plasmídeo 
capaz de expressar hGH e contendo o promotor esquelético de a-actina de 
galinha, complexado com um sistema de administração protetivo e inte- 
rativo (protective, interactive, non-condensing delivery system — PINC™), 
que foi usado para injeção intramuscular em ratos hipofisectomizados*. 
Este sistema polimérico de administração gênica consiste em polivinilpir- 
rolidona (PVP), que protege os plasmídeos da degradação por parte das 
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nucleases extranucleares e facilita a incorporação do plasmídeo nas células 
musculares. Para testar a expressão do hGH in vitro, mioblastos C2C12 
foram transfectados com este plasmídeo músculo-específico, obtendo uma 
secreção de 43 ng de hGH/mL. O plasmídeo, formulado em salina ou com- 
plexado com PVP, foi então injetado no músculo tibialis-cranialis de ratos 
normais e hipofisectomizados. Os níveis de hGH em músculo de rato nor- 
mal injetado com 150 pg desse produto foram de aproximadamente 3 ng/g 
de músculo, ou seja, aproximadamente dez a quinze vezes maiores do que 
no controle (plasmídeo formulado em salina). Níveis comparáveis de hGH 
foram detectados em extratos musculares até catorze dias, mostrando um 
declínio 21 dias após a injeção. Em ratos hipofisectomizados uma dose 
intramuscular única, porém relativamente alta (1,8 mg de DNA/rato), do 
complexo plasmídeo hGH/PVP proporcionou aproximadamente 1,5 ng de 
hGH/g de músculo, 21 dias após a injeção. Os animais mostraram tam- 
bém um aumento significativo do crescimento, enquanto os níveis séricos 
de IGF-I alcançaram o valor de 145,4 + 77 ng/mL (vs. 34,7 + 2,0 ng/mL 
antes da injeção) aos 21 dias, declinando em seguida. É notável que, depois 
de uma única dose intramuscular deste gene terapêutico, o incremento no 
crescimento e nos níveis séricos de IGF-I foram comparáveis aqueles obtidos 
mediante injeções diárias de hGH recombinante. Anticorpos anti-hGH apa- 
receram no soro catorze dias após a injeção, resposta esta que foi comple- 
tamente bloqueada mediante administração de ciclosporina. O hGH não foi 
detectado no soro dos animais injetados, não obstante o incremento sérico 
do IGF-I e o crescimento alcançado. Os autores atribuíram este fato à pos- 
sibilidade de que os níveis de hGH estivessem abaixo do limite de detecção 
do imunoensaio e/ou que o hormônio humano fosse rapidamente eliminado 
pela circulação devido à sua curta meia-vida circulatória em roedores. Esta 
terapia mostrou-se também eficaz durante várias semanas, após uma única 
administração intramuscular do gene. Os autores afirmaram que deverão 
dedicar mais trabalho ao aperfeiçoamento, seja do sistema de administra- 
ção, seja do plasmídeo de expressão, para produzirem níveis sustentáveis da 
proteína terapêutica, que se tornam necessários para que tal terapia gênica 
possa ser aplicada em seres humanos. 

Outra técnica usada para administração in vivo do gene de GH por 
um grupo dinamarquês com o qual estamos colaborando é a transferência 
gênica hidrodinâmica. Esta estratégia é baseada numa rápida injeção pela 
veia caudal do DNA plasmidial contido em um volume de tampão corres- 
pondente a aproximadamente 10% do peso do animal. O mecanismo exato 
não é claro, mas a introdução rápida de uma grande quantidade de solução 
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aquosa aparentemente produz uma falência congestiva transiente no lado 
direito do coração com retrofluxo para os vasos hepáticos. O fígado é, por- 
tanto, o órgão-alvo dessa terapia, e os vetores transferidos estão presentes, 
principalmente, de forma não integrada ao cromossomo (epissomal). Esta 
metodologia foi assim usada para transferir o gene do hGH em camun- 
dongos hipofisectomizados**. A solução toda do plasmídeo pUC-UBI-hGH 
(40 pg a 50 pg de DNA/1,5 mL a 1,9 mL), contendo a sequência genômica 
do hGH sob controle do promotor de ubiquitina (UBI) €, foi assim injetada 
no animal dentro de três a nove segundos. Altos niveis de hGH foram obti- 
dos na circulação dos camundongos, alcançando um pico de 67,1 ng/mL 
treze dias depois da injeção e permanecendo estáveis em 50 ng/mL durante 
todo o estudo (68 dias), com a concomitante normalização dos níveis de 
IGF-I circulante (com um máximo de 599 ng/mL no 13º dia) e da proteína 
IGFBP-3. Além disso, o crescimento longitudinal se normalizou em termos 
do comprimento da tíbia e da cauda, enquanto o peso corpóreo se estabi- 
lizou 4 g a 5 g abaixo do normal. Os pesos do fígado, baço e pulmões se 
normalizaram, ao passo que o do coração se normalizou parcialmente e 
o mRNA de hGH foi expresso somente no tecido hepático. Os níveis de 
hGH foram aproximadamente vinte vezes maiores que os basais fisiológicos, 
porém aqueles de IGF-I e de IGFBP-3 foram comparáveis àqueles encontra- 
dos em camundongos normais. Os autores sugeriram que uma modificação 
do procedimento hidrodinâmico, por exemplo, mediante a administração 
por cateter no fígado isolado, poderia fornecer um protocolo aplicável no 
futuro a seres humanos. Estes dados sugerem fortemente que a transferência 
gênica não viral poderia ser uma alternativa viável às injeções diárias em 
pacientes com DGH, mas ainda há sérios obstáculos que devem ser supera- 
dos antes deste procedimento poder ser usado clinicamente. A transferência 
gênica hidrodinâmica também tem sido aplicada com sucesso em cães*, mas, 
como indicado por vários autores, caminhos alternativos devem ser mais 
convenientes para os humanos. 

Nosso grupo, como já mencionamos, começou trabalhando com a admi- 
nistração de DNA livre e descreveu uma estratégia para terapia gênica in 
vivo baseada na injeção e eletroporação de um plasmídeo que contém o gene 
do hGH, no músculo quadríceps de camundongos lit/lit e lit/scid'*. O tecido 
muscular foi escolhido para estabelecer a metodologia, visto que o vetor 
utilizado é mantido estavelmente nas fibras pós-mitóticas depois da injeção 
e que tal tecido pode propiciar uma liberação de longa duração da proteína 
terapêutica. À utilização da eletrotransferência deve ser enfatizada, sendo 
que, entre os métodos não virais, é considerado o mais eficiente, seguro, 
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prático e barato para a administração de DNA, capaz também de diminuir 
a variabilidade interindividual. Usando o plasmídeo pUC-UBI-hGH (Figura 
23.2) fornecido pelo mesmo grupo dinamarquês“, estabelecemos as con- 
dições ideais de eletroporação: pulsos de 150 V/cm, com vinte milissegun- 
dos de duração, em intervalos de meio segundo. Utilizando estas condições, 
várias quantidades (12,5 pg, 25 pg, 50 pg, 75 pg e 100 pg) do plasmídeo 
purificado foram administradas no músculo quadríceps direito. Níveis séri- 
cos de hGH, determinados três dias após a injeção do DNA, forneceram uma 
curva dose-resposta com correlação linear altamente significativa (P < 0,01) 
no intervalo de dose de 0 pg a 50 pg. Considerando que 50 pg de DNA pro- 
duziram níveis circulatórios de hGH da ordem de 2 ng/mL a 3 ng/mL por 
pelo menos doze dias, foi realizado um ensaio de longa duração para deter- 
minar o incremento de peso em camundongos lit/scid. Depois de sessenta 
dias, com a comprovação da secreção contínua de hGH para a circulação 
(1,5 ng/mL a 3 ng/mL), o grupo tratado com DNA teve seu peso aumentado 
de um valor médio de 8,92 + 1,29 para 11,87 + 0,53 g/camundongo, o que 
corresponde a um incremento médio de 33,1% (P < 0,001). Por outro lado, 
o grupo controle (camundongos injetados com salina e também submetidos 
à eletroporação) apresentou um decréscimo de peso de 9,08 + 0,95 para 
8,70 + 0,88 g/camundongo, correspondente a uma perda de peso, estatisti- 
camente não significativa, de 4,2%. 
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Figura 23.2 Mapa ilustrativo do vetor de expressão pUC-UBI-hGH, mostrando o gene do hGH clonado entre os sítios de restrição 
Eco RI e Bam HI, sob o controle do promotor da Ubiquitina C humana. Outros elementos do vetor de origem pBR322 também estão 
representados. 
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Os quadríceps injetados com DNA apresentaram um incremento de peso 
de 48,1% em comparação com os controles (P < 0,001), enquanto o incre- 
mento de peso dos quadríceps não injetados, dos mesmos animais tratados 
foi de 31,0% (P < 0,005). Os quadríceps injetados com DNA apresentaram, 
portanto, um incremento de 45,5% em comparação com os quadríceps não 
injetados dos mesmos animais tratados (P < 0,001). Estes dados comprovam 
a existência de efeitos locais (autócrinos e parácrinos) e sistêmicos (endócri- 
nos) resultantes da injeção de DNA que codifica o hGH. 

Outro experimento de longa duração, realizado com camundongos anões 
imunocompetentes (/it/lit), não produziu o mesmo grau de significância 
estatística. O incremento de peso foi um pouco inferior (aproximadamente 
21%), e o peso corpóreo deixou de aumentar após aproximadamente um 
mês. Até o 32º dia, a inclinação da curva de crescimento foi de 0,048 + 
0,038 g/camundongo/dia, e a diferença relativa à curva controle (inclina- 
ção = 0,038 + 0,016) foi estatisticamente significativa (P < 0,01). Melhores 
resultados foram obtidos recentemente comparando o “velho” modelo rela- 
tivo ao hGH em [it/lit com um novo modelo homólogo que utiliza mGH nos 
mesmos [it/lit, certamente mais apropriado para testes pré-clínicos*. 

O tratamento, com uma única injeção de 50 pg de pUC-UBI-hGH em 
lit/scid foi também comparado ao tratamento convencional com 10 pg/dia 
de hGH recombinante (2 x 5 pg/dia/animal), durante trinta dias. As duas 
diferentes estratégias proporcionaram uma resposta similar em termos de 
variação de peso: 0,094 g/camundongo/dia para o DNA e 0,095 g/camun- 
dongo/dia para a proteína, enquanto o controle (injeção de salina seguida 
por eletroporação) apresentou uma variação de 0,22 g/camundongo/dia. 
Neste estudo foi também dada uma ênfase particular à avaliação do cres- 
cimento linear (comprimento corpóreo, caudal e femoral) e ao incremento 
de IGF-I’. 

Foi, portanto, demonstrado que a administração intramuscular de 
um plasmídeo contendo DNA genômico de GH pode ser bem efetiva 
na promoção do crescimento do camundongo anão da linhagem little, 
um modelo único de deficiência isolada de GH. Estudos posteriores são 
necessários especialmente para obter níveis circulatórios sustentáveis da 
proteína terapêutica. 


1000 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


23.4 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS 


Até junho de 2012, 1.843 ensaios clínicos de terapia gênica já tinham 
sido realizados ou estavam em andamento em 31 países. Destes, 64,4% para 
o tratamento de diferentes tipos de câncer, 8,7% para doenças derivadas 
de alterações monogênicas, 8,3% para doenças cardiovasculares e 8% para 
doenças infecciosas. Após os adenovírus (23,3 %) e retrovírus (19,7 %), 
os vetores mais usados atualmente são aqueles baseados em DNA plasmi- 
dial (18,3 %), que, a nosso ver, representam a alternativa mais promissora 
para o futuro. Os maiores sucessos terapêuticos foram alcançados graças 
a terapias baseadas na administração de células autólogas geneticamente 
modificadas, capazes de expressar fatores específicos não suficientemente 
sintetizados pelo organismo. Trata-se de doenças como a deficiência de ade- 
nosina-deaminase (ADA-SCID), a adrenoleucodistrofia ligada ao cromos- 
somo X (X-ALD), o melanoma metastático, a leucemia linfocítica crônica 
(CLL) e a $-talassemia”?. No caso das doenças de tipo sistêmico, geralmente 
de derivação monogênica e entre as quais está incluída a DGH, destacamos 
testes clínicos para a hemofilia, a anemia e a deficiência de antitripsina****. 
Ressaltamos também que a grande maioria (aproximadamente 80%) de 
todos os testes clínicos realizados até agora estão na fase I ou I/II: o cami- 
nho, portanto, apesar de promissor, ainda é relativamente longo. Considera- 
mos os estudos realizados por nós e outros autores relativamente a modelos 
animais de deficiência de GH interessantes, não somente para a futura intro- 
dução de uma nova forma de tratamento, mas também porque representam 
um modelo experimental que poderá ser aplicado a outros tipos de doenças 
dependentes da secreção in vivo de uma proteína enviada para a circulação, 
ou seja, de tipo sistêmico. 


23.5 TÉCNICA PASSO A PASSO 


23.5.1 Exemplo de metodologia ex vivo: cultura e 
transdução de queratinócitos humanos primários 
e ensaio biológico em camundongos anões 


Os queratinócitos humanos podem ser obtidos de fragmentos de pele 
derivados de prepúcio de neonato ou de mamoplastia. Após a extração, estas 
células são cultivadas em meio de cultura apropriado (meio de cultura para 
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queratinócitos, ou, em inglês, Reratinocyte growth medium — KGM), com- 
posto por 70% de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e 30% 
de meio Ham F-12. A este meio são adicionados soro fetal bovino (SFB) a 
10%, tampão ácido etanossulfônico hidroxietilpiperazina (HEPES, 8 mM), 
toxina colérica (0,1 nM), penicilina-estreptomicina (100 UI/mL — 100 pg/ 
mL), adenina (1,8 x 10“ mol/L), triiodotironina (20 pM), transferrina (5 pg/ 
mL), hidrocortisona (0,4 mg/mL), insulina (5 mg/mL) e fator de crescimento 
epidermal (EGF, 10 ng/mL), e mantidas em estufa a 37º Ce 5% de CO.. 

Em um dos trabalhos de nosso laboratório”, os queratinócitos foram 
transduzidos com o vetor retroviral pLmGHSN, que possui o cDNA do 
mGH e o gene de resistência à neomicina, seguindo protocolo que se baseia 
no contato célula-célula somado à adição de polibreno (um polímero catiô- 
nico) ao meio para aumentar a permeabilidade celular. Resumidamente, 
foram semeados 3 x 10° queratinécitos em uma placa de 10 cm de dia- 
metro, contendo uma camada de sustenção, constituída de 3 x 10º células 
anfotróficas produtoras de partículas virais secretoras de mGH e fibroblastos 
NIH-3T3-)2 irradiados na proporção 2:1. Ao meio de cultura foi adicionada 
uma solução de polibreno numa concentração de 8 pg/mL, seguido de incu- 
bação por dezesseis horas. O meio foi, então, trocado por meio KGM, e 
após sete dias de contato, os queratinócitos foram tripsinizados e semeados 
novamente sobre uma nova camada de sustentação, constituída somente de 
fibroblastos NIH-3T3-J2. Quando as células atingiram a semiconfluência, 
o meio foi trocado e coletado após 24 horas para determinação dos níveis 
de expressão in vitro de mGH por radioimunoensaio (RIA). A seleção dos 
queratinócitos transduzidos foi realizada com a adição do antibiótico gene- 
ticina (0,6 mg G418/mL) ao meio de cultura, devido à presença do gene da 
neomicina no vetor de expressão. 

A seguir, os queratinócitos transduzidos foram utilizados para o pre- 
paro das culturas organotípicas flutuantes do tipo raft. A metodologia de 
preparo deste tipo de cultura, utilizada por Kolodka e colegas*, foi poste- 
riormente modificada pelo mesmo grupo de pesquisa. A principal alteração 
consistiu na introdução de uma primeira camada acelular composta basica- 
mente de colágeno tipo I obtido da cauda de rato (Upstate Biotechnology, 
Estados Unidos). Esta primeira camada acelular foi colocada sobre um 
inserto de plástico com poros de 0,22 pm (Anopore Membrane, Nalge Nunc 
International, Estados Unidos) para diminuir a possibilidade da segunda 
camada se destacar e sofrer um encolhimento. À primeira matriz (camada 
acelular) é, portanto, composta de meio de cultura DMEM, soro fetal 
bovino, NaOH 1M e colágeno, cuja mistura foi pipetada sobre o inserto 
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de plástico de 2,5 cm de diâmetro, previamente colocado num poço de uma 
placa de cultura de seis poços. Esta mistura foi colocada na incubadora de 
CO, a 37º € para polimerizar durante aproximadamente trinta minutos. A 
segunda matriz (camada celular) foi preparada com os mesmos reagentes, 
adicionando-se 2 x 10º fibroblastos humanos/inserto, e a mistura foi pipe- 
tada sobre a primeira camada seguida de polimerização por aproximada- 
mente uma hora nas mesmas condições. Foram adicionados então 2 mL de 
KGM sobre as matrizes e 3 mL na placa de cultura. Seguiu-se uma incuba- 
ção de sete dias na estufa a 37 “Ce 5% CO, com uma troca de meio, antes 
da adição dos queratinócitos transduzidos ou controles (7 x 10º células/ 
inserto) sobre as matrizes. Após quatro dias dessa adição, os queratinócitos 
foram mantidos numa interface ar-líquido com apenas 2 mL de KGM na 
placa (debaixo do inserto), com trocas de meio a cada dois a três dias. As 
culturas organotípicas estavam prontas para serem implantadas nos camun- 
dongos lit/scid após dez a catorze dias. 

Camundongos lit/scid com 45 a 90 dias foram previamente anestesiados 
com 100 mL de uma mistura, preparada com 2 mL de cloridrato de ceta- 
mina (solução injetável a 10%) e 0,5 mL de cloridrato de xilazina (solução 
injetável a 2%) para 2,5 mL de solução salina estéril. A seguir, o pelo da 
região escapular dorsal foi retirado, e a pele do animal (um círculo de apro- 
ximadamente 1,2 cm de diâmetro) foi retirada para acomodar a cultura 
organotípica, que foi recoberta com um fragmento de gaze parafinada e 
curativo com band-aid durante uma ou duas semanas. Fotos deste proce- 
dimento de implante de cultura organotipica encontram-se na Figura 23.3. 

Em diferentes tempos após o implante, foram coletadas amostras de san- 
gue para determinação dos níveis circulatórios de mGH por RIA. Como 
está mostrado na Figura 23.4, o peso dos animais foi acompanhado durante 
aproximadamente quatro meses e, nos primeiros quarenta dias, foi obtido 
um aumento significativo de peso do grupo que recebeu os queratinóci- 
tos transduzidos em comparação com o grupo controle, como já relatado 
anteriormente. 


23.5.2 Exemplo de metodologia in vivo: injeção 
de plasmídeos associada à eletroporação e 
ensaio biológico em camundongos anões 


Num dos ensaios realizados por nosso grupo!”, os camundongos lit/scid 
foram divididos em três grupos. Em dois deles, os camundongos foram 
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Figura 23.3 Procedimento de implante de cultura organotípica contendo queratinócitos secretores de mGH em camundongos anões 
imunodeficientes (lit/scid). 


anestesiados, como no procedimento anterior, e o músculo quadriceps 
direito foi exposto. Foi injetada a enzima hialuronidase (20 U/50 pL de 
salina), que catalisa a hidrólise do ácido hialurônico, principal componente 
da matriz extracelular, aumentando a permeabilidade das fibras musculares. 
Após trinta minutos, os animais foram divididos em dois grupos: o pri- 
meiro (n = 10) recebeu a injeção de 50 pg do plasmídeo pUC-UBI-hGH, que 
possui a sequência genômica do gene do hGH sob o controle do promotor 
da ubiquitina-C humana, e o segundo (n = 8) recebeu injeção de 50 pL de 
salina. Os dois grupos foram submetidos à eletroporação, utilizando um ele- 
troporador construído em nosso Instituto, sob condições preestabelecidas: 
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Figura 23.4 Variação de peso dos camundongos lit/scid (n = 6 animais /grupo), implantados com queratinócitos transduzidos com o 
plasmídeo pLmGHSN (—e—) ou nõo transduzidos (—m—). Uma diferença significativa (P < 0,05) entre as duas curvas foi obtida nos 
primeiros quarenta dias de ensaio, com uma inclinação de 0,042 g/animal /dia para o grupo que recebeu os queratinócitos transduzidos 
e 0,016 g/animal /dia para o grupo controle. 


oito pulsos de 150 V/cm com duração de vinte milissegundos e intervalo de 
meio segundo entre os pulsos!*. Fotos que mostram a injeção do plasmídeo 
e o posicionamento dos eletrodos no músculo estão na Figura 23.5, assim 
como a ilustração do peso de um camundongo anão (aproximadamente 
10 g) e a comparação do tamanho de um camundongo anão tratado com 
o DNA do hGH e um não tratado. O terceiro grupo (n = 11) recebeu inje- 
ções diárias de GH recombinante (5 pg r-hGH/duas vezes ao dia/animal), 
durante 28 dias. 

O peso dos animais foi monitorado durante todo o ensaio, e foi calculada 
a variação diária de peso (Figura 23.6). É interessante observar as incli- 
nações praticamente idênticas (P > 0,05) das curvas obtidas com o DNA 
(0,094 g/animal/dia) e com a proteína (0,095 g/animal/dia), além de uma 
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Figura 23.5 Administração do plasmídeo pUC-UBI-hGH ou de salina no músculo quadríceps direito de camundongo anão e posicio- 


namento dos eletrodos nesse músculo antes da eletroporação. O peso médio de um camundongo anão (aproximadamente 10 g) e a 
comparação de tamanho entre um camundongo anão tratado com o DNA do hGH e não tratado também são ilustrados. 


leve inclinação positiva para a curva controle, devido provavelmente à recu- 
peração da eletroporação. Nota-se também um decréscimo de peso dos ani- 
mais tratados com DNA ou salina durante os primeiros dois a três dias, que 
pode ser atribuído a um efeito da cirurgia, com uma possível reação infla- 
matória e redução de ingestão de ração. Provavelmente, se não houvesse esse 
efeito, as duas curvas seriam sobrepostas. 
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Figura 23.6 Variação de peso de camundongos lit/scid tratados somente uma vez com 50 pg do plasmídeo pUCUBI-hGH (__e__) 


ou salina (__ A___), seguido de eletrotransferéncia, ou injetados com rGH recombinante (mm) (5 pg rhGH /duas vezes ao dia/ 
animal). As seguintes equações foram obtidas para cada tratamento: 

e pUC-UBI-hGH (DNA): y = 0,094x - 0,317 (n = 25; r = 0,965; P < 0,0001); 

e hGH recombinante (proteína): y = 0,095x — 0,707 (n = 30; r= 0,949; P< 0,0001); 


e salina: y = 0,022x — 0,318 (n = 25; r = 0,697; P < 0,0001). 
23.6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 


A utilização de queratinócitos humanos primários geneticamente modi- 
ficados para tratamento ex vivo de doenças sistêmicas ainda é considerada 
bastante promissora, especialmente pelas vantagens que apresenta a terapia 
gênica de tipo cutâneo, por ser ligada ao órgão mais extenso e acessível 
do organismo. Esta técnica já está sendo utilizada em fases avançadas de 
testes clínicos ligados a doenças da pele, como a epidermólise bolhosa. No 
caso dos nossos modelos animais de crescimento, como já mencionado, ape- 
sar de resultados preliminares satisfatórios, não foi possível alcançar uma 
suficiente durabilidade da expressão transgênica in vivo ou pelo menos da 
presença circulatória da nossa proteína. Melhores resultados foram alcan- 
çados mediante injeção de DNA plasmidial, seguida por eletroporação. Esta 
modalidade de terapia gênica está, de fato, sendo estudada com sucesso por 
vários grupos para o tratamento de diferentes patologias, incluídas algu- 
mas de origem sistêmica, como a hemofilia, a anemia, o diabetes e diversas 
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deficiências hormonais*?**. Poucos destes tratamentos, porém, estão na fase 


de ensaios clínicos. Destacamos a este respeito um dos poucos tratamentos 
realizados mediante terapia gênica de tipo sistêmico, que está na fase I de 
testes clínicos e que se refere a DNA plasmidial de um gene supressor tumo- 
ral encapsulado em nanopartículas**. 

Como mostrado no presente capítulo, a correção parcial ou total de defei- 
tos do crescimento tem sido alcançada em diferentes modelos animais de 
terapia gênica usando várias metodologias ex vivo e in vivo, todas com bom 
potencial para futuros desenvolvimentos. Dentre estas, achamos que a admi- 
nistração intramuscular de DNA plamidial contendo o gene do hGH, seguida 
por eletroporação, é provavelmente a mais promissora devido a sua simplici- 
dade, praticidade e segurança. O fato de o plasmídeo ser mantido em estado 
epissomal pode proporcionar uma menor expressão, oferecendo, porém, ao 
mesmo tempo a possibilidade de evitar indesejados altos níveis circulatórios 
do hormônio e perigosas integrações cromossômicas. Obviamente, muito 
deve ser feito ainda para obter uma expressão mais duradoura in vivo do 
transgene, juntamente com uma regulação precisa e eficaz dos níveis circu- 
latórios de GH e IGF-I. Em nosso trabalho mais recente”, nos preocupamos 
especialmente em estudar modelos homólogos de terapia gênica, utilizando 
camundongos imunocompetentes com uma deficiência de GH cuja origem 
seja a mesma encontrada em seres humanos, como no caso dos mutantes 
lit/lit, tratados com DNA para o hormônio de crescimento murino (mGH). 
Também a avaliação do crescimento linear, com medição de comprimento 
corpóreo, da cauda e do fêmur, foi preferida à avaliação do incremento de 
peso; mais importância foi dada aos níveis de IGF-I circulante e à idade do 
camundongo em tratamento, sempre fazendo referência ao tratamento de 
crianças com deficiência de GH. A este respeito, achamos importante seguir 
as recomendações de diferentes autores e agências reguladoras, segundo os 
quais uma rigorosa eficácia e segurança testada em ensaios pré-clínicos são 
fundamentos imprescindíveis para um bom ensaio clínico. 
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24.1 INTRODUÇÃO 


O uso de animais para o estudo de novos fármacos e para o entendi- 
mento de doenças humanas ainda é essencial. Apesar de haver inúmeras 
ferramentas alternativas de pesquisa, tais como modelos computacionais, 
matemáticos, cultura de células e tecidos, estes, porém, ainda não substituem 
os resultados obtidos com modelos in vivo. Muitas vezes, os resultados pro- 
duzidos in silico ou in vitro são limitados, pois são modelos simplificados. 
Os animais ainda são os melhores modelos para testes de novas drogas, pois 
os resultados neles obtidos se aproximam mais das respostas alcançadas em 
humanos, principalmente devido à semelhança genética existente entre as 
espécies. 

Em todo o mundo, normas éticas para o desenvolvimento da pesquisa 
científica são discutidas permanentemente e aplicadas de forma rigorosa. O 
uso de animais no ensino e em protocolos de pesquisa é devidamente ava- 
liado por comitês de ética em pesquisa multidisciplinares que prezam pelo 
respeito ao animal, seu uso racional, sempre buscando a redução do número 
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de animais utilizados e o refinamento das técnicas aplicadas, sendo estes 
substituídos por modelos alternativos sempre que possível, como consta da 
Lei n. 11.79411, de 2008, a chamada Lei Arouca. 

No Brasil, são seguidas normas aceitas internacionalmente para o estudo 
de novos fármacos e conduta com animais. Esses estudos, por sua vez, pre- 
cisam passar pela fase pré-clínica, composta pelo uso de modelos in vitro 
e in vivo, para, posteriormente seguir para a fase clínica, com participação 
de voluntários humanos nos testes. Os estudos pré-clínicos são importan- 
tes para testar efeitos de toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerância 
local e carcinogenicidade, como divulgado nos guias para a condução de 
estudos não clínicos publicados pela Agência Nacional de Vigilância Sani- 
taria (Anvisa)!. 

Muitos modelos animais são usados em pesquisa científica. Entre eles 
estão organismos mais simples, como bactérias, leveduras, vermes e moscas, 
mas também são utilizados animais vertebrados, como peixes, répteis, aves e 
anfíbios, e até mamíferos, como roedores (camundongos e ratos) e primatas. 
Os camundongos são um bom modelo animal para doenças humanas, pois 
dos cerca de 30 mil genes presentes em humanos e em camundongos, apenas 
1% deles é exclusivo de alguma dessas espécies?. Além disso, os camundon- 
gos são animais pequenos, que podem ser mantidos em ambientes contro- 
lados e podem ter genética idêntica entre indivíduos, limitando, assim, a 
influência de fatores de confusão no estudo de patologias. 

Os estudos iniciais de doenças genéticas em camundongos deram-se pelo 
uso de animais que sofreram mutações espontâneas, tais como os animais 
imunodeficientes (do inglés, severe combined immuno-deficiency — SCID), 
animais diabéticos não obesos (do inglés, non-obese diabetic - NOD) e ani- 
mais obesos mutados para o gene da leptina (ob/ob)**. Outra abordagem 
utilizada para a geração de animais mutados foi através do uso de agentes 
químicos como a radiação ou a etilnitrosureia (ENU) para a geração de 
mutações aleatórias no genoma e posterior genotipagem para a identificação 
das mutações e fenótipos*. 

O início do desenvolvimento da tecnologia para a geração de animais 
transgênicos aconteceu no início da década de 19807. Naquela época, diver- 
sos grupos dedicaram-se a entender os mecanismos necessários para a intro- 
dução de sequências de ácido desoxirribonucleico (DNA) codificantes no 
genoma de camundongos, sendo estas passíveis de herdabilidade* °. No 
Brasil, os primeiros animais transgênicos foram gerados no início dos anos 
2000º. Em 2002, nosso grupo participou da geração do primeiro animal 
transgênico por injeção pronuclear, o camundongo Vitor, com tecnologia 
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nacional pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para 
Medicina e Biologia (Cedeme), na Universidade Federal de São Paulo”. 

Os animais geneticamente modificados (OGM) ou transgênicos ainda são 
as melhores opções para o entendimento de doenças genéticas e vias de sina- 
lização específicas. Entre os animais transgênicos, estão os modelos de dele- 
ção gênica, animais knockout (KO) e modelos de inserção genética sítio-diri- 
gida, animais knockin (KI). Além disso, avanços mais recentes possibilitaram 
a deleção ou inserção gênica em tecidos específicos através do uso de promo- 
tores que direcionam a expressão gênica. Finalmente, foram gerados mode- 
los de expressão gênica regulados por drogas ou moléculas inertes que limi- 
tam a expressão gênica a períodos específicos; e expressão gênica conjugada 
com moléculas fluorescentes, o que permite inclusive sua quantificação e 
acompanhamento temporal. 


24.2 HISTÓRICO 


À criação de modelos animais transgênicos foi essencial para o avanço na 
área científica. Hoje, essa história tem sua importância reconhecida, uma vez 
que os desenvolvedores iniciais dessa técnica, Mario Capecchi (University 
of Utah, Salt Lake City, Estados Unidos), Oliver Smithies (Howard Hughes 
Medical Institute, University of North Carolina, Chapel Hill, Estados Uni- 
dos) e Martin Evans (Cardiff University, Cardiff, Reino Unido) receberam o 
Prêmio Nobel em Fisiologia e Medicina de 2007. 

Dois pontos foram essenciais para o desenvolvimento da técnica de trans- 
genia: o isolamento de células embrionárias e a técnica de recombinação 
homóloga. As células embrionárias são isoladas da massa celular interna de 
blastocistos, oócitos 3,5 dias após a fertilização. Essa técnica de isolamento 
foi desenvolvida em 1981!%!!. As células embrionárias podem ser cultivadas 
e são pluripotentes. Fazendo uso dessas propriedades, em 1984 pesquisa- 
dores injetaram essas células em blastocitos e deram origem a animais qui- 
méricos”!2, que, por sua vez, puderam ser usados em cruzamentos, como 
exemplificado na Figura 24.1. 

Ainda em 1984, Lin e colaboradores demonstraram a possibilidade da 
realização de recombinação homóloga em células de camundongos". Em 
1985, Smithies e colaboradores aprimoraram a técnica, utilizando a recom- 
binação homóloga para modificar o gene da P-globulina pela introdução 
de um cassete de resistência à neomicina!*!s, Isto demonstrou a possibili- 
dade da geração de alterações dirigidas, diferentemente da recombinação 
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Figura 24.1 Esquema para obtenção de animais nocautes pela técnica de microinjeção de células tronco embrionárias modificadas no 
blastocisto. 


aleatória de insertos ao genoma, como no caso da técnica de transgenia por 
adição. A maioria das linhagens de células embrionárias geradas são prove- 
nientes de animais 129 de pelagem agouti, porém são injetadas em animais 
de pelagem diferenciada, como o C57/Bl6, o que possibilita a geração de 
animais quiméricos com pelagem malhada* (Figura 24.2). O gene da hipo- 
xantina-guanosina fosforibosil tranferase (hrpt) foi o primeiro a ser excluído 
em células embrionárias de camundongos! 


24.3 DIFERENÇAS BÁSICAS ENTRE OS MODELOS CLÁSSICOS 
DE ANIMAIS GENETICAMENTE MODIFICADOS 


24.3.1 Transgênico de adição 


São animais gerados através da introdução de um DNA exógeno (trans- 
gene), normalmente por microinjeção pronuclear. A integração do transgene 
ocorre de forma randômica, podendo ocorrer a integração de mais de uma 
cópia do transgene ao genoma do animal. Após essa integração, a modifica- 
ção terá um caráter hereditário. Normalmente, a modificação resultará em 
um ganho de função/fenótipo (Figura 24.3). 
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Figura 24.2 Animais quiméricos com pelagem malhada obtidos a partir da injeção de células tronco embrionárias provenientes de 
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Figura 24.3. Esquema para obtenção de animais transgênicos pela técnica de transgenia por adição, onde o DNA exógeno (transgene) 


é introduzido por microinjeção no pronúcleo do oócito fertilizado. 
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24.3.2 Knockout (ou knockout constitutivo - KO) 


São animais que possuem uma região específica do DNA retirada do seu 
genoma ou interrompida por alguma sequência de DNA não relevante. Essa 
remoção ou interrupção está presente em todas as células do animal e é feita 
com o objetivo de anular um locus genético específico, normalmente anular 
a expressão de um gene-alvo e, portanto, causar uma perda de função de tal 
gene. Essa perda de função se dará quando a modificação genética estiver 
em homozigose. Esses animais são gerados pela manipulação sítio-dirigida 
de células-tronco embrionárias, por recombinação homóloga (Figura 24.4). 


24.3.3 Knockin (KI) 


São animais gerados também por manipulação sítio-dirigida de células- 
tronco embrionárias, porém a região de interesse não é removida ou inter- 
rompida, e sim alterada. Essa alteração pode ter como objetivo gerar uma 
mutação cujo fenótipo se quer estudar, ou a introdução de um gene repórter 
em fusão ou para ser coexpresso com um gene-alvo, para avaliar em quais 
tecidos esse gene-alvo está sendo expresso (Figura 24.5). 


24.3.4 Knockout condicional 


São animais com deleção de um determinado locus do genoma, nor- 
malmente parte de um gene ou ele inteiro, em tecido(s) específico(s). Esse 
animal, diferentemente de um knockout constitutivo, não possui todas as 
células do seu corpo com a deleção, já que apenas nos tecidos de interesse 
essa região genômica será removida. São animais gerados pelo cruzamento 
de dois diferentes animais, um knockin que possui elementos de reconheci- 
mento de recombinase flanqueando a região que será removida e outro ani- 
mal que possui a expressão de uma recombinase no(s) tecido(s) de interesse. 
Após o cruzamento, ocorrerá a recombinação tecido-específica, causando a 
remoção da região de interesse apenas no tecido que se quer estudar (Figura 
24.6). Para maiores detalhes consultar Doyle (2012)°, Hofker (2003) e 
Nagy (2003)"8. 
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24.4 MODELOS DE MODIFICAÇÃO GENÉTICA DIRIGIDA 


24.4.1 Knockout 


O knockout constitutivo, ou simplesmente knockout, é um modelo ani- 
mal no qual o gene-alvo é permanentemente removido ou interrompido, 
em todas as células, gerando perda de expressão e atividade desse gene. As 
alterações fenotípicas desse animal são estudadas a fim de entender melhor 
qual é a função de tal gene. 

A inativação do gene-alvo ocorrerá em todas as fases de desenvolvimento 
animal, desde a fase embrionária até a idade adulta. Caso o gene inativado 
seja importante para o desenvolvimento embrionário e/ou fetal, essa inati- 
vação poderá ser letal e o animal poderá nem nascer. A base molecular da 
geração desse modelo animal é a recombinação homóloga entre o genoma 
da célula-tronco embrionária e um vetor de DNA construído estrategica- 
mente para favorecer esse evento, resultando na substituição de parte do 
DNA endógeno por parte do DNA exógeno (vetor/construção) (Figura 24.4). 


Vetor de 
Recombinação = 


Gene X mm 





Gene 
Recombinado === 





Figura 24.4 Esquema de recombinação homóloga entre o genoma da célula-tronco embrionária e um vetor de DNA (vetor de recombi- 
nação), resultando na substituição de uma região do gene endógeno por parte do DNA exógeno. 


A construção do vetor de recombinação geralmente tem como alvo a 
remoção de um ou mais exons de um determinado gene. Quando tal gene for 
expresso, produzirá uma proteína truncada e, provavelmente, sem efeito bio- 
lógico. Para que essa recombinação ocorra, é necessário que o vetor possua 
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dois braços de recombinação, isto é, duas regiões idênticas às regiões flan- 
queadoras do alvo que se pretende remover. Entre esses braços de recom- 
binação é comumente inserido um gene de resistência a uma droga, como 
o gene neo (que expressa a enzima 3º-glicosil fosfotransferase, causador da 
resistência ao antibiótico neomicina), mas também pode ser inserido um 
gene repórter. Esse gene de resistência após a recombinação substituirá a 
região-alvo que se desejava remover. Como o tamanho dos braços de recom- 
binação são cruciais para aumentar a frequência do evento, sugere-se que 
ao todo os braços de recombinação somados tenham entre 8 Kb e 12 Kb, 
sendo que o braço curto de recombinação não deve ser menor!” que 2 Kb 
(Figura 24.7). 

Além dos braços de recombinação e do gene de resistência, o vetor 
deve possuir um gene de seleção negativa, como explicado no item ante- 
rior, sendo que esse gene deve se localizar fora da região de recombinação, 
pois o objetivo é que ele não seja integrado ao genoma da célula quando a 
recombinação homóloga ocorrer de forma adequada”. 


24.4.2 Knockin 


O modelo animal knockin é baseado na inserção de um gene ou sequência 
(DNA exógeno) em um local específico do genoma. Este modelo tornou-se 
uma alternativa mais segura para o modelo de transgênese de adição, porque 
na produção de animais de superexpressão/adição feito da forma tradicio- 
nal o DNA exógeno é inserido de forma aleatória no genoma, podendo tal 
inserção ocorrer em uma região de baixa atividade transcricional ou mesmo 
interrompendo algum outro gene. Neste último caso, a geração de um ani- 
mal homozigoto para a inserção pode apresentar fenótipos decorrentes da 
“deleção” do gene interrompido, e não da superexpressão do gene inserido!”. 

Este modelo pode ser usado para modificar um locus específico do 
genoma, como por exemplo, a criação de uma mutação específica em um 
gene de interesse, bem como para a inserção de genes repórteres para se 
analisar a atividade promotora sem a interrupção do gene subsequente. 
Outra aplicação é a superexpressão de um gene pela inserção de diversas 
cópias suas em sequência em seu locus original, de forma que é aumentado 
o número de cópias de um determinado gene mantendo sua expressão sobre 
influência do promotor nativo, como é o caso do animal com múltiplas 
cópias da enzima conversora de angiotensina?”, como exemplificado na 
Figura 24.5. 
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Figura 24.5 Esquema para obtenção de um animal knockin, baseado na inserção de um gene ou sequência de DNA exógeno em uma 
região especifica do genoma. 


Os camundongos humanizados também são uma forma de knockin. 
Neste tipo de modelo, um gene do camundongo é substituído pelo mesmo 
gene humano. Dessa forma, quando em homozigose, todas as células do 
camundongo que expressam essa determinada proteína passarão a expressar 
apenas a proteína humana. Esse tipo de animal muitas vezes é criado para 
realização de pesquisas pré-clínicas nas quais se testa a eficácia in vivo de 
um composto”. 

A produção desse tipo de animal geneticamente modificado é similar 
à produção de animais knockout. Entretanto, a diferença está no fato de 
que o evento de recombinação não causará a interrupção ou deleção de 
um gene, e sim a substituição de uma porção normal por uma mutada ou a 
inserção de um gene repórter. São exemplos dessa técnica a alteração gené- 
tica em uma região não crucial do gene ou mesmo a inserção de sequências 
loxP em regiões intrônicas para a geração de knockouts condicionais, como 
veremos adiante”. 

O vetor de recombinação, que será inserido na célula-tronco embrionária, 
deve possuir dois braços de recombinação idênticos às regiões flanqueadoras 
da região que se pretende substituir. Entre esses braços de recombinação é 
inserido o DNA exógeno, que pode ser a mesma sequência que será recombi- 
nada, porém com uma mutação, ou então um trecho de DNA flanqueado por 
sequências loxP ou um gene repórter. É necessário também que haja um gene 
de resistência a uma droga (seleção positiva) entre os braços de recombina- 
ção e um gene de seleção negativa fora dos braços de recombinação (Figura 
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24.6), como os vetores para produção de animais knockout. Em algumas 
situações, o gene de seleção positiva pode ser flanqueado por sequências 
loxP e, posteriormente removido pela Cre recombinase, como será explicado 
no item sobre knockout condicional (Figura 24.6)?. 

Depois das seleções adequadas, as células-tronco embrionárias serão inje- 
tadas dentro da cavidade de um blastocisto, e estes transferidos para uma 
mãe receptora, como descrito anteriormente (Figura 24.1). 


24.4.3 Modificação genética condicional 


Muitas vezes, o gene de interesse de um estudo é essencial para o desen- 
volvimento e/ou fertilidade do animal, tornando inviável a geração de um 
teste com uma deleção total desse gene. Outras vezes, o que interessa é a 
ausência de expressão de um gene em um determinado tecido, e não de uma 
forma global. À solução para ambos os problemas é a geração de um animal 
knockout condicional. 

Animais knockouts condicionais são animais que possuem um gene remo- 
vido ou interrompido em algumas células/tecidos do corpo. Em todos os 
outros tecidos, porém, o gene-alvo apresenta uma expressão funcional. Essa 
deleção condicionada ou seletiva normalmente não afeta o desenvolvimento 
embrionário e a gametogênese, garantindo assim a viabilidade do modelo. 

Esse modelo animal é produto do cruzamento de duas linhagens distintas 
de animais geneticamente modificados. Uma linhagem é um transgênico de 
adição que expressa a recombinase Cre em um tecido específico, e a outra 
linhagem é um animal knockin que possui sequências LoxP flanqueando a 
região que será removida (Figura 24.6). Essa sequência LoxP é inserida em 
regiões que não afetam a expressão do gene nem sua funcionalidade?” 2. 

À estratégia associada com a geração do knockout condicional é simples 
e elegante, aproveitando a ausência da via de recombinação mediada por 
recombinase Cre em mamíferos (Figura 24.6). A recombinase Cre, uma inte- 
grase sítio-específica isolada do bacteriófago P1, recombina duas regiões de 
DNA compostas por sequências específicas, chamadas LoxP, que a enzima 
reconhece. As sequências LoxP são formadas por 34 pares de bases, sendo 
duas regiões palindrômicas de 13 pares de bases flanqueando uma sequência 
de 8 pares de bases. Esses sítios LoxP não são recombinados na ausência da 
recombinase Cre”. A expressão da recombinase Cre está sob controle de um 
promotor tecido-específico. Dessa forma, o animal transgênico de adição 
só expressará essa enzima nas células nas quais o promotor estiver ativo e, 
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consequentemente, a recombinação mediada por Cre só acontecerá nestes 
tecidos do animal knockout condicional (revisado por Zhang, 20122). 


Vetor de 
Recombinação 





Gene X —, — 


Gene 
Recombinado mms! 





Recombinação esperada 


Figura 24.6 Estratégia para a geração de um knockout condicional. Esse modelo animal é produzido pelo cruzamento de duas linhagens 
distintas de animais geneticamente modificados: um transgênico de adição que expressa a recombinase Cre em um tecido específico e 
um animal knockin que possui sequências LoxP flanqueando a região que será removida. 


24.5 OUTRAS ESTRATÉGIAS 


24.5.1 Gene-trap 


Esta técnica foi criada com o objetivo de inativar genes do genoma do 
camundongo com alto rendimento, isto é, conseguir inativar facilmente todos 
os genes do genoma. Utilizando a técnica gene-trap, foi criado um banco de 
linhagens de células-tronco embrionárias com modificações em apenas um 
gene, para serem usadas na produção de animais geneticamente modificados. 

Os vetores de DNA usados na geração de animais knockouts por 
gene-trap além de inativarem o gene também reportam a expressão deste, 


1026 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


proporcionando uma marcação molecular de identificação rápida. Diferen- 
temente da estratégia clássica de inativação do gene (knockout constitutivo), 
que requer um conhecimento detalhado da estrutura do gene para a produ- 
ção de um vetor de recombinação homóloga, a estratégia de gene-trap não é 
limitada pelas regiões do gene-alvo e pela eficiência do evento de recombina- 
ção homóloga, sendo que ela pode ser utilizada para modificar de um grande 
número de genes em uma manipulação de células-tronco embrionárias”. 

O vetor de gene-trap mais utilizado inicialmente é composto por um gene 
de seleção e/ou gene repórter flanqueado por um sítio aceptor de splicing a 
montante (upstream) e um sítio de poliadenilação a jusante (downstream). 
Quando esse DNA exógeno se insere no íntron de um gene, o vetor será 
expresso sob o comando de um promotor endógeno, que também comanda 
o gene modificado, resultando em um transcrito composto pelos primeiros 
exons do gene endógeno em fusão com a região codificante do gene de 
seleção ou repórter. Por causa do sítio de poliadenilação inserido no vetor, 
o transcrito se encerrará prematuramente. Portanto, quando esse transcrito 
for processado, produzirá uma espécie de proteína truncada e não funcional, 
fundida com uma proteína repórter ou de seleção à droga”. 

Como vários genes não são expressos nas células-tronco embrionárias, a 
estratégia apresentada anteriormente não permite a identificação das células 
modificadas, pois o DNA exógeno só será expresso se o gene modificado 
for naturalmente expresso naquele tipo celular. Para solucionar esse pro- 
blema, criou-se uma segunda estratégia, na qual o gene repórter ou de sele- 
ção é flanqueado a montante por um promotor forte constitutivamente ativo 
e a jusante por um sítio doador de splicing. Dessa forma, o DNA exógeno 
poderá ser expresso independentemente do gene em que está inserido, usando 
o sítio de poliadenilação endógeno como indicativo do final da transcrição”. 

Normalmente, a entrada do vetor no núcleo da célula-tronco embrionária 
é feita por eletroporação ou infecção retroviral, e a inserção do DNA exó- 
geno ao genoma da célula é um evento aleatório. 


24.5.2 Nuclease em dedo de zinco (do inglês, 
zinc finger nuclease - ZFN) 


Os motivos dedo de zinco são proteínas compostas por cerca de trinta 
aminoácidos. Suas estruturas terciárias estabilizadas por um íon zinco são 
capazes de se ligar a uma sequência específica de três nucleotídeos. Existem 
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várias proteínas em dedo de zinco diferentes, e estas são capazes de se ligar 
a diversas combinações de nucleotídeos diferentes. 

As nucleases em dedo de zinco sao estruturadas de forma a conter uma 
sequéncia de dominios dedo de zinco, capazes de reconhecer uma sequén- 
cia-alvo no DNA, fundidos com a endonuclease FokI com o dominio de 
clivagem não específico ativo. A dimerização de duas nucleases é necessária 
para quebrar o DNA dupla fita, sendo que cada enzima estará ligada a fitas 
opostas do DNA” (Figura 24.7). 

Para se fazer um modelo animal geneticamente modificado utilizando 
esta técnica, é necessário inserir por microinjeção ou transfecção plasmií- 
deos de DNA contendo as sequências codificadoras das nucleases em dedo 
de zinco específicas para sua sequência-alvo ou o mRNA dessas enzimas. 
Quando traduzidas, as enzimas se ligarão à sequência específica do DNA e 
o clivarão, sendo que cada nuclease se ligará a uma das fitas de DNA sempre 
em orientação oposta. Assim, um par de nucleases é necessário para a cliva- 
gem de uma sequência não palindrômica de DNA*. 

Após a clivagem, o DNA dupla fita será reparado. Uma das formas de 
reparo é a junção de extremidades de DNA não homólogas. Este mecanismo 
é propenso a erros, muitas vezes criando inserções ou deleções de alguns 
pares de bases na região reparada. Além disso, essas alterações podem cau- 
sar uma mudança de fase de leitura, levando à produção de uma proteína 
truncada, por exemplo”. 

Outra via de reparo de DNA dupla fita em eucariotos é o reparo do DNA 
por homologia que usa como molde a sequência do cromossomo homólogo 
para reparar o material danificado. Baseado neste princípio, juntamente com 
a nuclease dedo de zinco, se cotransfecta uma molécula de DNA contendo 
sequências homólogas às regiões que flanqueiam a quebra e uma sequência 
interna diferente da original. O que se espera é que o sistema de reparo uti- 
lize como molde a sequência do DNA exógeno que foi transfectado, no lugar 
de usar como molde a sequência do cromossomo homólogo não danificado. 
Esta segunda estratégia, transfectando um DNA molde, pode ser usada para 
a geração de animais knockouts, bem como knockins, se entre as regiões 
homólogas flanqueadoras for inserido, por exemplo, um gene repórter*®? 
(Figura 24.7). 
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Figura 24.7 Esquema de edição gênica (deleção, substituição, modificação) utilizando o sistema de nucleases em dedo de zinco. 


24.5.3 Nucleases efetoras como ativador de transcrição (do 
inglês, Transcription activator-like effector nucleases - TALEN) 


Esta ferramenta semelhante à tecnologia ZFN é constituída de uma 
nuclease (enzima de restrição) Fokl em fusão com o domínio de ligação 
ao DNA de efetores semelhantes a ativadores de transcrição (transcription 
activator-like effector, TALE). Esta tecnologia pode ser utilizada para modi- 
ficar genomas através da indução de quebras de cadeia dupla (do inglês, 
double strand break — DSB) e posterior reparo por mecanismos celulares. 

O domínio de ligação ao DNA será projetado para hibridizar com uma 
região específica do DNA e, após a hibridização, a nuclease clivará o DNA 
dupla fita. O mecanismo de junção de extremidades não homólogas (do 
inglés, non homologous end joining - NHEJ) unira as extremidades que- 
bradas da dupla fita e, ao fazer isso, normalmente comete erros de deleção 
ou inserção de nucleotídeos, sendo que essa peculiaridade do sistema de 
reparo é aproveitada para modificar o DNA-alvo. Assim como no ZFN, o 
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mecanismo de reparo de DNA por homologia também pode atuar, e um DNA 
exógeno semelhante à região que sofreu a quebra, porém contendo alguma 
modificação, pode servir de molde para o reparo. Dessa forma, ao consertar 
a quebra do DNA dupla fita as enzimas de reparo acabam inserindo uma 
modificação que não existia?” (Figura 24.8). A sequência codificadora do 
TALEN normalmente é inserida em plasmídeos, e estes são transfectados em 
células-tronco embrionárias para que depois da transcrição possam atuar no 
núcleo da célula, causando a quebra do DNA. 
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Figura 24.8 Esquema de edição gênica (deleção, substituição, modificação) utilizando o sistema TALEN (transcription activator-like 
effector nuclease). 


Se a construção do TALEN não for muito específica para sua região-alvo 
ou se tiver como alvo uma região que não é única no genoma, a clivagem 
pode ocorrer em mais de um local. A grande quantidade de pontas que- 
bradas de DNA dupla fita para serem reparadas poderá sobrecarregar a 
maquinaria de reparo e produzir rearranjos cromossômicos ou morte celular 
(revisado em Fontes, 201326). 
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24.6 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


Muitas espécies já foram usadas para a geração de transgênicos, tais como 
bovinos, ovinos e suínos. Tais animais de maior porte, quando comparados 
aos camundongos, são de especial interesse prático, apesar de seu uso ainda 
ser limitado por razões diversas, como seu alto custo?*. 

Os animais de grande porte são de especial interesse como biorreatores 
para a produção de proteínas recombinantes naturais ou modificadas?*. No 
caso dos porcos, estes são usados para a produção de órgãos para trans- 
plante!*. Além disso, já existem animais modificados que são resistentes às 
doenças, como bovinos que possuem deleção do receptor para príons e são 
resistentes à encefalopatia espongiforme bovina”; e bovinos resistentes à 
mastite causada por Staphilococcusº. Animais de interesse alimentar, como 
ostras, peixes e mariscos, também já foram gerados”. 

Outra alternativa importante é a geração de ratos e camundongos huma- 
nizados!*. Esses animais possuem proteínas ou sistemas específicos humanos 
que neles se desenvolvem. Isso implica grande potencial terapêutico, espe- 
cialmente para testes farmacêuticos. 

Assim, a geração de modelos animais transgênicos pode aumentar a pro- 
dução de alimentos através da geração de animais mais férteis e mais saudá- 
veis; além de permitir a geração de insumos importantes, como as proteínas 
recombinantes de uso comercial em diferentes áreas e possibilitar a geração 
de órgãos para transplantes e melhores modelos para o estudo de patologias 
humanas. 


24.7 TÉCNICA PASSO A PASSO 


A produção de animais geneticamente modificados com alterações sítio- 
dirigidas somente se tornou possível após o domínio da obtenção, cultivo 
e manipulação de células-tronco embrionárias pluripotentes. Essas células 
são derivadas da massa celular interna dos blastocistos e possuem a capa- 
cidade de se diferenciarem em linhagens celulares derivadas dos três folhe- 
tos embrionários, e consequentemente darem origem a qualquer célula do 
corpo”. 

Para a geração dos modelos clássicos de animais geneticamente modifi- 
cados, como knockout, knockout condicional e knockin, uma construção 
de DNA, sequência de DNA especificamente montada para causar a altera- 
ção sítio-dirigida, é inserida no núcleo das células-tronco embrionárias por 
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transfecção, normalmente. Essa construção sofre recombinação homóloga 
com o DNA genômico do animal, transferindo parte de seu conteúdo para 
esse genoma”. 

À recombinação homóloga ocorre porque a construção de DNA é com- 
posta por sequências idênticas (homólogas) às regiões flanqueadoras do locus 
de interesse (alvo da recombinação) (Figura 24.2). Entre as regiões homó- 
logas da construção pode ainda haver uma sequência sem importância, um 
gene de resistência a drogas, um gene repórter ou mesmo uma região muito 
similar à endógena, porém com uma mutação pontual a qual se quer estu- 
dar, e isso depende do objetivo do modelo animal. Quando houver o parea- 
mento entre as regiões homólogas da construção e do genoma das células, a 
recombinação poderá acontecer. Como consequência desse evento, parte do 
genoma da célula será substituído pelo conteúdo da construção de DNA”. 

Além das sequências homólogas, a construção de DNA que servirá para 
manipular geneticamente as células-tronco embrionárias normalmente pos- 
sui dois genes de seleção. O primeiro é um gene de resistência a uma droga 
(por exemplo, um gene de resistência à neomicina — neoR), que será res- 
ponsável pela seleção positiva, de modo que as células que integraram o 
DNA exógeno ao seu genoma sobreviverão ao receberem esta determinada 
droga?*º2º3, O segundo é um gene de seleção negativa (por exemplo, o gene 
da timidina quinase do vírus Herpes simplex — HSV-tk), que confere sen- 
sibilidade a uma determinada droga chamada ganciclovir, um análogo de 
timidina. No caso de a inserção não ocorrer por recombinação homóloga, 
e sim de forma aleatória, esse gene de seleção negativa será integrado ao 
genoma da célula e será expresso. Na presença do ganciclovir, a timidina 
quinase produzida por esse gene irá inserir o análogo no DNA da célula, em 
vez da base timidina, pois sua afinidade pelo ganciclovir é muito maior que 
pela timidina. Ao ser inserido o ganciclovir no DNA, este não poderá mais 
ser elongado, consequentemente causando a morte dessa célula. Células que 
sofreram a recombinação homóloga não terão esse gene inserido em seu 
genoma, não terão a expressão da timidina quinase do vírus e, portanto, não 
morrerão com a presença da droga”. 

Depois que as células-tronco embrionárias são modificadas, elas passam 
por um processo de dupla seleção, uma positiva e outra negativa, como 
comentado anteriormente. Isto ocorre porque os eventos de recombinação 
são muito raros, e a grande maioria das células não consegue integrar o 
DNA exógeno ao seu genoma. Mesmo após vários ciclos de seleção, cada 
clone de célula-tronco embrionária é avaliado por Southern blot ou reação 
em cadeia da polimerase (PCR), com o objetivo de escolher os clones com 
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integração correta do DNA exógeno (para informações detalhadas sobre o 
método, consultar Hall, 2009?*). 

As células-tronco embrionárias modificadas e selecionadas são inseridas 
na cavidade de um embrião hospedeiro (blastocele) em fase de blastocisto. 
Esse embrião, por sua vez, é transferido para o útero de uma fêmea recep- 
tora (mãe de aluguel). O esperado é que as células modificadas se integrem 
à massa celular interna desse embrião hospedeiro/receptor e ajude a for- 
mar um animal quimérico (formado por células de duas origens diferentes). 
Normalmente, as células-tronco embrionárias utilizadas são de linhagem 
diferente do embrião receptor, com cor de pelagem também diferente. Essa 
estratégia facilita a identificação de animais quiméricos, pois estes apresen- 
tam pelagem de duas cores?*. 

Mesmo os animais sendo quiméricos na pelagem, isso não garante que 
suas gônadas tenham sido formadas pelos dois tipos de células ou total- 
mente pelas células modificadas. Como a intenção é que a modificação gené- 
tica seja passada aos descendentes, é necessário colocar esse animal quimé- 
rico para acasalar e analisar seus filhotes quanto à presença da alteração. 
Caso haja algum filhote positivo para a modificação, este será considerado 
um fundador. 

Para os estudos com modelos knockout e mesmo para os knockin, é 
importante que a modificação genética esteja em homozigose. Para isso, 
é necessário, ao menos no início, fazer o acasalamento de animais hetero- 
zigotos e genotipar seus filhotes a fim de detectar os homozigotos para a 
modificação”. 

Esses processos, descritos de forma resumida acima, são comuns aos 
modelos clássicos de alteração sítio-dirigidas. O que irá diferir de um modelo 
para outro é basicamente a construção do DNA exógeno que será utilizado 
na modificação das células-tronco embrionárias. 


24.8 CONCLUSÕES 


Desde 1981, quando os primeiros estudos de transgenia foram publica- 
dos, o número e a eficácia destas técnicas evoluíram. Hoje, temos a pos- 
sibilidade de geração de diversas espécies transgênicas, o que nos permite 
alcançar melhores resultados em nossas pesquisas. 

A facilidade para a geração de modelos transgênicos e o custo da técnica 
se reduziram muito com o passar dos anos. Em 1997, o primeiro consórcio 
internacional para a geração de camundongos mutados por agentes químicos 
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foi iniciado!?**. Apenas em 2007 deu-se início ao Consórcio Internacional de 
Camundongos Knockouts usando a estratégia de recombinação homóloga 
em células embrionárias, com o intuito de gerar animais knockouts para 
cada um dos genes homólogos em humanos. Essa iniciativa envolve diver- 
sos institutos em todo mundo e tem se mostrado bastante promissora. 

Assim, a geração dos modelos passa a não ser mais um fator limitante 
para a pesquisa. 


24.9 PERSPECTIVAS FUTURAS 


As perspectivas na área de animais transgênicos são muitas. Devido ao 
desenvolvimento de novas técnicas de transgenia, como o uso de RNAi para 
deleção ou inativação de genes e a técnica de TALEN, abre-se a possibilidade 
da geração de novas espécies transgênicas. A aplicação de algumas espécies 
para a geração de transgênicos não foi tão bem-sucedida como em ratos e 
camundongos, mas o uso de novas metodologias poderá permitir isso. 

Assim, dado o rápido desenvolvimento da técnica, poderão ser gerados 
modelos melhores e mais semelhantes às doenças humanas que os camun- 
dongos utilizados hoje, como é o caso dos coelhos para doenças cardiovas- 
culares. Esses fatos deverão propiciar também uma possível redução dos 
custos e rapidez na geração dos modelos animais. 

Finalmente, existe também a possibilidade da geração de modelos que 
possuam múltiplas mutações e/ou deleções, através de cruzamentos entre 
linhagens transgênicas diferentes ou combinação de técnicas de transgenia, 
como recombinação homóloga em conjunto com o uso da técnica de etil- 
nitrosureia (ENU). O uso conjunto de técnicas deve possibilitar a geração 
de modelos mais próximos para doenças complexas e poligênicas, como é o 
caso, por exemplo, de inúmeras doenças psiquiátricas. 
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25.1 INTRODUCAO 


Os avanços na química e biologia no século XX geraram um terreno fértil 
para a proposição de novas formas de estudar, utilizar e entender como os 
mecanismos biológicos funcionam. Hoje, na era pós-genômica, o genoma de 
vários organismos já foi decifrado e o volume de dados a serem analisados 
e anotados cresceu na mesma extensão. Seguindo a sequência de estudos, 
o próximo estágio é a atribuição de uma função biológica a cada gene ou 
região genômica anotados. Nesse contexto, animais transgênicos desempe- 
nham um papel importante na definição de função de genes, bem como na 
elaboração de modelos de estudo de doenças, além de poderem ser utilizados 
no desenvolver de terapêutica para as mesmas. 

O sequenciamento completo do genoma humano, em especial, pode ser 
considerado um fator importante para a utilização, desenvolvimento e ade- 
quação de sistemas de recombinação sítio-específica, como o Cre-Lox, em 
práticas na pesquisa biomédica e biotecnológica. A identificação de genes e 
regiões regulatórias depende da análise da expressão do gene ou do papel 
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regulatório da sequência candidata com total correspondência ao in vivo; 
por isso, a sua alocação específica no genoma do organismo modelo se faz 
necessária, e por este motivo um sistema de recombinação homóloga tão 
específica é importante!. Este tipo de rearranjo genômico é amplamente uti- 
lizado para análise de linhagens celulares como modelos de doenças e orga- 
nismos-modelo em procedimentos de knock-out, knock-in, terapias gênica 
e celular. 

A recombinação sítio-específica é um mecanismo empregado como uma 
nova ferramenta de manipulação de sequências de DNA para a engenharia 
genética com diversas aplicações e abordagens na pesquisa científica básica 
e aplicada?. Utilizando recombinases de bacteriófagos, sendo a principal a 
Cre (do inglês, Cyclization recombination) recombinase, sequências inteiras 
podem ser inseridas em genomas procariotos e eucariotos”. A transferência 
se dá de forma conservativa, isto é, sem alterar o gene ou sua sequência, 
durante o processo de recombinação. Sequências repetidas e invertidas, cha- 
madas Lox (locus of crossover [x]), que flanqueiam a região a ser recom- 
binada, pareiam-se em sítios de recombinação formando um intermediário 
de Holliday (uma junção ou intermediário de Holliday é uma junção móvel 
entre quatro cadeias de ácido desoxirribonucleico (DNA)). À estrutura foi 
nomeada em referência a Robin Holliday, que a propôs em 1964 para des- 
crever um tipo particular de troca de informação genética em leveduras 
conhecida como recombinação homóloga (Figura 25.1A)*. A atividade da 
Cre recombinase é controlada pela sua expressão de forma transiente ou 
constitutiva em células/organismos modificados geneticamente para a téc- 
nica. Além disso, o gene cre pode ser expresso a partir da ação de uma 
região promotora tecido específica; assim, é possível controlar a recombina- 
ção Cre-Lox temporal e espacialmente”. 

Existem três formas alternativas pelas quais o Cre-Lox pode agir em um 
genoma: excisão ou deleção, inversão e translocação. Esta última pode pro- 
mover a integração genômica e/ou troca de cassete mediada por recombina- 
ção (do inglês, recombination mediated cassete exchange - RMCE) quando 
a região flanqueada corresponde a um cassete de expressão (promotor + 
gene)!!º (Figuras 25.1B, Ce D). 

O sistema de recombinação foi inicialmente descrito em procariotos, 
e nas últimas décadas vários trabalhos o têm utilizado e adaptado para 
emprego em eucariotos. Para tanto, foi verificada a especificidade da Cre 
recombinase para sítios Lox nesses organismos, especialmente em mamiífe- 
ros!!2, O sistema Cre-Lox é visto como uma poderosa ferramenta capaz de 
substituir a produção de animais transgênicos gerados rotineiramente por 
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Figura 25.1 (A) Intermediário de Holliday. (B) Inversão genômica mediada por recombinação Cre-Lox: regiões flanqueados por sequên- 
cias Lox podem ser aproximadas e excisadas pela ação da Cre recombinase. A própria recombinase inverte a sequência e religa (atividade 
de DNA ligase) as extremidades na mesma região genômica, alterando a leitura da sequência invertida (na figura, demonstrado pelo 
sentido do gene). (C) Translocação: é promovida pela retirada de uma sequência genômica e inclusão em outra posição do genoma (na 
figura, do cromossoma À para o B). O processo é mediado pela Cre recombinase que necessita de duas sequências Lox, uma na posição 
de origem e uma na posição de destino no genoma. (D) Deleção: a Cre recombinase pode parear duas sequências flanqueadoras Lox e 
promover a excisão seguida de religação, como vista em inversão; no entanto, são formados dois produtos, um circular contendo um Lox 
e a região anteriormente flanqueada e outra contento apenas Lox, que configura a região que perdeu uma sequência original, ou seja, 
que foi deletada (Para visualizar as cores, acesse o site da Editora Blucher). 


injeção pronuclear de DNA exógeno em zigoto fertilizado!?. Por esta técnica, 
a integração genômica pode ocorrer ao acaso e, pelas mutações decorrentes 
desta, pode-se observar ganho ou perda de função relacionada ao transgene 
ou regiões adjacentes. Atualmente, é utilizada a Cre em camundongos que 
contêm alelos knock-out, sendo que um dos alelos é alterado pela inserção 
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de sitios Lox entre dois íntrons ou nas extremidades opostas de um gene. A 
expressão da Cre, ativada de forma transiente, catalisa a recombinação entre 
os locais Lox e inativa o gene (Figura 25.1D). Assim, por se tratar de um 
mecanismo altamente específico, é mais seguro utilizar o Cre-Lox em vez de 
injeção pronuclear!. A estabilidade do transgene no organismo hospedeiro 
também é um traço marcante e característico do Cre-Lox, que agrega ao 
sistema novas funcionalidades em experimentos transgênicos. 

Neste capítulo, abordaremos os princípios básicos do sistema de recom- 
binação Cre-Lox, no que tange aos seus mecanismos e componentes. Em 
um segundo momento, trataremos das estratégias em voga que utilizam este 
sistema como ferramenta, bem como a sua aplicabilidade prática no estudo 
na área de ciências biológicas, biotecnológicas e engenharia genética. 


25.2 PERSPECTIVA HISTÓRICA DO SISTEMA CRE-LOX 


25.2.1 A descoberta 


A descoberta do sistema de recombinação Cre-Lox foi feita no final dos 
anos 1970 por Sternberg'*. O bacteriófago P1 (colifago P1) possuía um sis- 
tema até então considerado incomum: um genoma circular e mapa gené- 
tico linear (Figura 25.2). Inicialmente, a explicação para tal fato seria que 
as regiões terminais do mapa genômico de P1 continha um hotspot para 
recombinação e, por isso, marcadores em ambos os lados do hotspot fre- 
quentemente pareciam estar desconectados". 

Estudos realizados posteriormente confirmaram essa ideia quando foi 
utilizada a enzima de restrição EcoRI-7 que possui um sítio na posição ter- 
minal do hotspot!'”. O fragmento gerado da digestão foi então clonado em 
um vetor À, e logo após foi estimulada a recombinação entre vetores A. 
Mapeando a região da deleção feita pela enzima de restrição, foi verificado 
que a recombinação ocorria com maior frequência em um mesmo locus, o 
LoxP (locus de X-over em P1), e que o próprio bacteriófago P1 possui um 
fator promotor de recombinação chamado cre, gene que codifica a enzima 
Cre recombinase”. A função desse sistema de recombinação para o bacte- 
riófago P1 seria melhorar a infecção como uma forma alternativa de circu- 
larização do seu genoma, caso a recombinação com o hospedeiro falhasse. 
Uma segunda função seria a manutenção da capacidade de segregação do 
genoma do hospedeiro e formação da forma pró-vírus, cuja frequência é 
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Figura 25.2. Ilustração esquemática da organização do material genético do bacteridfago P1. Ele pode se apresentar de duas formas: 
mapa genético linearizado (A) ou mapa genômico circular (B). O genoma do fago P1 possui genes que codificam para a maquinaria de 
replicação viral, processo que possui como origem de replicação a OriR, incluindo um segundo conjunto de genes que codificam as pro- 
teínas envolvidas no ciclo lítico viral, tendo a Oril como origem. O fago P7 possui ainda um par de sequências Lox em regiões terminais 
e o gene cre (situado próximo a uma sequência Lox), que codifica a Cre recombinase. Originalmente, as regiões terminais do genoma 
foram consideradas um hotspot para recombinação, verificando-se depois que se tratava das regiões Lox. A atividade da Cre recombinase 
é utilizada pelo vírus para a produção das duas formas alternativas, como meio de se manter o número de multímeros constante na 
forma infectante (lítica) ou integrada ao genoma (fase lisogênica) no hospedeiro'*. 


proporcionalmente mais baixa do que a forma de pró-fago, aumentando a 
estabilidade de P14. 


25.2.2 Cre-Lox em eucariotos 


Em 1982, foi realizada a primeira tentativa de se adaptar o sistema Cre 
-LoxP para o genoma eucarioto por Hoess e Ziese!*. Nesse estudo, foram 
analisados os sítios LoxP, LoxB, LoxL e LoxR. Em especial, LoxP foi confir- 
mado como uma sequência repetida e invertida de 13 bp flanqueada de cada 
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lado por uma sequência espaçadora assimétrica!* de 8 bp. Logo após, Hoess 
e Abremski!? identificaram os cofatores, substratos necessários e a definição 
de uma distância mínima de 82 bp entre os LoxP para que a recombinação 
se viabilize!?. 

A levedura Saccharomyces cerevisae foi o modelo utilizado por Sauer!? 
em 1987 para comprovar que o sistema Cre-Lox era funcional em sistema 
eucariótico e que demonstrava uma complexidade maior quando compa- 
rada à recombinação procariótica. Neste estudo foi confirmada a ativi- 
dade da Cre recombinase como altamente específica, que não era apenas 
capaz de reconhecer sítios Lox, como também era capaz de coordenar a 
sinapse de recombinação - clivagem da dupla fita de DNA, a troca entre fitas 
e ligação final!*°, 

Células murinas da linhagem C-127 foram utilizadas pelo mesmo grupo 
no ano seguinte, e também o sistema Cre-Lox foi considerado aplicável à 
mamíferos”. Desde então, vários trabalhos utilizaram células de mamíferos 
e de leveduras para a inclusão de transgene em única cópia no genoma!?, 
Células-tronco embrionárias de camundongo (murine embryonic stem cells 
— mESC) foram utilizadas para mutação em IgH pela inserção de LoxP entre 
o éxon terminal Je o éxon inicial Cy, pela atividade transiente da Cre, e 
inserção subsequente em blastocisto. O camundongo gerado foi considerado 
mutante para IgH pela deleção da região J,-Cp?! (Figura 25.3). 

Este estudo merece destaque por ter confirmado a capacidade de cria- 
ção de diferentes fenótipos em camundongos de forma altamente específica 
para um gene alvo e que a transmissão para a linhagem germinativa era 
permissível?, 

A primeira utilização de células humanas em ensaios de recombinação 
Cre-Lox em hESC foi realizada por Irion e colaboradores em 1999, o locus 
ROSA26 recebeu uma variação de LoxP, chamado Lox2272 (discutido 
à frente neste capítulo) seguido de gene de resistência a neomicina (sem 
região promotora) e proteína fluorescente vermelha repetida e em tandem 
(tandem-dimer red fluorescent protein — tdRFP)?. A expressão transiente foi 
acionada uma vez para cada Lox. Na região flanqueada por LoxP (termo 
também utilizado como região floxada, do inglês: floxed/flox = flanked by 
Lox) ocorreu a excisão do gene de resistência à neomicina, enquanto na 
região entre Lox2272 ocorreu a inversão de tdRFP, colocando o códon de 
iniciação em fase com o promotor endógeno da região, assim expressando a 
proteína responsável pela fluorescência avermelhada (Figura 25.4). Cre-Lox 
em células humanas foi considerada viável a partir desse trabalho e, nesta 
mesma linha, trabalhos utilizando camundongos e ROSA26 (similar à região 
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Figura 25.3 Deleção de JH-Cy de IgH de células-tronco de camundongo (murine embryonic stem cells — mESC). Retângulos pretos cor- 
respondem aos éxons que compõem o gene IgM, triângulos correspondem a sítios LoxP. À deleção baseou-se em dois passos: o primeiro 
(A) corresponde à recombinação homóloga na linhagem germinativa para inserção de dois sitios LoxP, um promotor timidina quinase de 
vírus herpes simplex (HSV-TK) induzível por ganciclovir e um gene de resistência ù neomicina (Neo), para seleção das células recom- 
binantes formando (B); e o segundo passo (C), à recombinação Cre-LoxP mediada pela Cre, promovendo a deleção de um fragmento 
circular JH-Cp-HSV-TK-Neo e formação de um espécime IgH mutante em (D)?. 


humana) mostraram os mesmo efeitos. Inclusive ROSA26 foi considerada 
uma região segura para inserção de transgenes em células-tronco pluripo- 
tentes, gerando as células-tronco pluripotentes induzíveis (do inglês, induced 
pluripotent stem cells — iPSC) já que alterações nessas regiões não afetam a 
pluriopotência da linhagem?*?*. 

Em 2007, Livet e Weissman? inovaram ao propor uma estratégia de 
recombinação homóloga inicialmente em linhagem humana HEK293 (do 
inglês, human embryonic kydney cells, células de rim embrionário humano) 
e, posteriormente em mESC, que provocou uma combinação estocástica de 
proteínas fluorescentes nos subtipos celulares que compõe a rede neural 
de camundongo. Foram utilizados vetores plasmidiais contendo genes que 
codificam diferentes proteínas fluorescentes, invertidas ou não, flanqueadas 
por diferentes Lox sob controle do promotor citomegalovírus (CMV) ou 
antígeno de superfície celular Thy1. A atividade da Cre recombinase criou 
um perfil de cores nas linhagens neurais que possibilitava observar sinapses, 
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Figura 25.4 Inserção de tdRFP (tandem-dimer red fluorescent protein, proteína fluorescente vermelha repetida e em tandem) em células 
tronco embrionárias humanas (human embryonic stem cells — hESC) utilizando recombinação Cre-Lox a partir de um cassete de expres- 
são contendo o gene de resistência ù neomicina sem região promotora’*. A Cre age em dois momentos por utilizar dois pares de sitios Lox 
não idênticos (LoxP e Lox2272): no primeiro, promove a inversão do gene colocando o códon ATG de tdRFP em seguência do promotor 
endógeno, presente em ROSA26 e, no segundo, promove a deleção do gene de resistência à neomicina. 


morfologia e migração celular. Este trabalho diferenciado, sem precedentes, 
foi starter em uma área da engenharia celular e biologia celular, abrindo 
uma nova vertente de estudos e, por isso, será abordado com mais detalhes 
em outro capítulo deste livro. 


25.3 ELEMENTOS DO SISTEMA CRE-LOX 


O sistema Cre-Lox é composto, basicamente, como o próprio nome 
sugere, de uma enzima recombinase chamada Cre e um par de sítios Lox. 
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Estes se encontram naturalmente presentes no DNA do bacteriófago P1, 
sendo o gene da recombinase adjacente aos sítios de recombinação”. Esta 
enzima realiza a recombinação de DNA de maneira sitio-especifica, ou seja, 
reconhece a sequéncia de DNA especifica dos sitios Lox para promover a 
recombinação. 


25.3.1 Os sítios Lox 


A Cre recombinase reconhece um sítio Lox natural de recombinação no 
material genético do bacteriófago P1, conhecido como?! LoxP. Este consiste 
em sequência de 34 bp de fita dupla de DNA palindrômica (exceto seus 8 pb 
mais internos da região espaçadora)? (Figura 25.54). 

Dentre os 34 bp, os treze primeiros e últimos pares são repetições inver- 
tidas (quadrados maiores da Figura 25.5A), contendo a região específica 
reconhecida pela enzima (delimitada pelos quadrados menores)”, e os 8 pb 
centrais (sublinhados na Figura 25.5A) são assimétricos e responsáveis por 
conferir um sentido ao sítio?”, ou seja, fazem com que a sequência de 34 pb 
não seja um palíndromo completo, e sim apenas nos 13 pb de cada extremi- 
dade, sendo possível, dessa forma definir seu terminal 5º e o 3’. 

Esta sequência de DNA, após ser reconhecida pela Cre recombinase, é 
clivada nas regiões indicadas pelas setas na Figura 25.5A; porém, para que 
a clivagem ocorra, enzima e substrato devem adquirir uma conformação 
de complexo produtivo, ou seja: dois sítios LoxP devem ser alinhados de 
maneira antiparalela, e cada uma de quatro subunidades idênticas de Cre, 
arranjadas em anel, deve ser capaz de contactar outras duas subunidades 
vizinhas e metade de um sítio LoxP (figuras 25.5B e C)”. 

A recombinação que ocorre com alta eficiência entre dois LoxP (recombi- 
nação esta responsável naturalmente por promover a circularização do bac- 
teriófago P1), também pode ocorrer na natureza quando o plasmídeo (mate- 
rial genético do P1) contendo os sítios LoxP é integrado ao cromossomo 
bacteriano; porém, este último processo ocorre com menos eficiência, e o 
sitio no qual este ocorre no material genético da bactéria é chamado LoxB. 
Segundo Hoess e colaboradores, quando a recombinação entre os LoxP e B 
ocorre, surgem então os Lox híbridos? L e R, que flanqueiam o pró-fago 
integrado”. 

Estes quatro Lox, todos de existência natural, possuem entre si dife- 
rentes eficiências de recombinação via Cre, sendo LoxP e LoxL os mais 
eficientes para este evento”. 
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Figura 25.5 (A) Sítio LoxP com sua sequência de 34 pb. Nos quadrados maiores, a porção palindrômica do sítio, ou seja, repetições 
invertidas entre si. Nos quadrados menores, a região do palíndromo reconhecida pela enzima recombinase. À região central sublinhada é 
assimétrica e confere sentido ao sítio. As setas indicam os sítios de clivagem da recombinase. (B) Representação esquemática das duas 
fitas da dupla hélice do DNA, com os sítios LoxP representados pelas faixas grossas e seu sentido indicado pelas setas. Para que ocorra a 
clivagem, cada uma das quatro subunidades de Cre (representadas pelos círculos), deve ser capaz de contactar outras duas subunidades 
vizinhas de enzima e metade de um sítio LoxP (alinhados de maneira antiparalela). (C) Complexo sináptico com as quatro subunidades 
de Cre recombinase a as moléculas de DNA®. 


No entanto, com o desenvolver de novas aplicações para o sistema Cre 
-Lox, e tentativas de elucidação do mecanismo de ação e conformações 
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assumidas durante o processo, diferentes versões de sítios Lox mutados 
foram desenvolvidas. 


25.3.2 Sitios Lox mutantes 


No ano de 1986, Hoess e colaboradores mencionaram a possibilidade de 
se gerar sequências Lox mutadas na região espaçadora entre as repetições 
invertidas das extremidades do LoxP. Em seu trabalho, utilizaram quatro 
mutantes produzidos (mutações sublinhadas na Tabela 25.1) e concluíram 
que, das mutações realizadas, a única que reduz drasticamente o potencial 
de recombinação é o LoxP 514; além disso, na utilização de região espaça- 
dora simétrica a frequência de excisão e inversão é a mesma”. 


Tabela 25.1. Sítios Lox mutados na região espaçadora 








SÍTIO SEQUÊNCIA 

lox 511 ATAACTTCGTATAG TATACATTATACGAAGTTAT 
lox 514 ATAACTTCGTATAGCGTACATTATACGAAGTIAT 
lox512 ATAACTTCGTATAGCACACATTATACGAAGTTAT 
lox sym ATAACTICGTATAATGTACATTATACGAAGTTAT 





Em 1995, Alberts e colaboradores reportaram a possibilidade de gera- 
ção de sequências Lox mutadas em sua região de repetição invertida de 
nucleotídeos (em destaque nos quadrados maiores na Figura 25.5A) direita 
(RE) ou esquerda (LE); da recombinação entre estas se pode obter o Lox 
mutado, conhecido como mutante no elemento da esquerda / elemento da 
direita (mutante LE/RE, Left Element/Right Element). Estes pesquisadores 
obtiveram sequências contendo cinco nucleotídeos modificados no elemento 
repetitivo de 13 bp da esquerda (Lox71) (Figura 25.6A) e na direita (Lox66) 
(Figura 25.6B); utilizando-se dessas sequências foi possível a promoção de 
recombinação**. Araki e colaboradores, dois anos mais tarde, analisaram o 
potencial de promoção de recombinação destes sítios mutados e observaram 
que eles seriam muito úteis para a realização de knock-in de genes, visto 
que a frequência de integração de DNA sítio-específica oferecida pelos Lox 
mutados era máxima em 16%: valor bastante superior aos cerca de 0,2% 
do LoxP nativo”. 
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Figura 25.6 (A) Sítio Lox71. No destaque dentro do retângulo, a porção correspondente à região palindrômica esquerda do sítio LoxP 
que se encontra mutada no Lox71 (os cinco nucleotídeos modificados encontram-se grifados) . À região central sublinhada em preto é 
a correspondente à porção assimétrica do sítio LoxP, que permaneceu inalterada. (B) Sítio Lox66. No destaque dentro do retângulo, a 
porção correspondente à região palindrômica direita do sítio LoxP, que se encontra mutada no Lox66 (os cinco nucleotídeos modificados 
encontram-se grifados). À região central sublinhada em preto é a correspondente à porção assimétrica do sítio LoxP, que permaneceu 
inalterada. 


Na tentativa de obtenção da estrutura cristalizada do complexo Cre-Lox, 
Guo e colaboradores obtiveram, ainda em 1997, o LoxA, que apresentava 
simetria, diferentemente do LoxP. Este foi desenvolvido pela mudança de 
três pares de bases do LoxP, substituindo-se a sequência CAT por TGC 
(região em destaque na Figura 25.7); dessa forma, foi possível obter dados 
de estrutura da Cre recombinase (por exemplo, detalhes da região de seu 
sítio ativo), do sítio Lox (por exemplo, o posicionamento ótimo do DNA 
durante a sinapse), e do complexo Cre-Lox (por exemplo, sua arquitetura e 
interações no complexo sináptico)º*. 

Nesse mesmo ano, Bouhassira e colaboradores promoveram recombina- 
ção usando Lox heteroespecíficos, realizando a chamada troca de cassete 
mediada por recombinase (RMCE). Sabendo-se que a recombinação não é 
promovida entre sítios Lox, que diferem na região espaçadora, estes pes- 
quisadores flanquearam, no DNA doador e no receptor, a região a ser per- 
mutada por dois Lox diferentes, que se recombinavam cada um com seu 
semelhante no DNA-alvo” (Figura 25.4). 

Em 1998, Lee e Saito realizaram um estudo envolvendo 54 mutantes do 
LoxP na região espaçadora: 24 deles com apenas uma base alterada e 30 
deles com duas bases substituídas. A eficiência de recombinação destes se 
mostrou inferior, exceto a observada para os mutantes 5171 e 2272, que 
recombinaram eficientemente com mutantes iguais, mas não com mutantes 
diferentes ou com o LoxPºS. 

No ano seguinte, o LoxA, também chamado por Guo e colaboradores de 
LoxS (simétrico, Figura 25.7), foi utilizado na presença de duas recombina- 
ses mutadas (CreR173K e CreY324F) para obtenção de estrutura cristali- 
zada de complexos sinápticos estáveis?!. 
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3'- TATTGAAGCATATCGTAT|ACG|ATATGCTTCAATAT - 5º 


Figura 25.7 LoxA ou LoxS. Foram desenvolvidos para apresentar simetria, a partir da estrutura do LoxP (assimétrico). Em destaque, 
destacam-se os três pares de bases alterados no LoxP para originar o LoxA ou S: substituiu-se a sequência CAT por TGC. 


Gopaul e colaboradores, por sua vez, desenvolveram o LoxS6 para deter- 
minar a estrutura do intermediário em forma de junção de Holliday, origi- 
nado no processo de recombinação. O LoxS6, assim como o LoxÃ ou LoxS, 
é simétrico; mas diferentemente deles tem 34 bp, assim como o LoxP; as 
bases T desemparelhadas no terminal 5” presentes no LoxsS (Figura 25.84, 
em destaque) não existem no LoxS6 (Figura 25.8B)°*’. 


a 
5 {IpsacrTccTATAGCATATGC TATACGAAGTTAT - 3º 
3'- TATTGAAGCATATCGTATACGATATGCTTCAATAT}- 5 


b 
5' - ATAACTTCGTATAGCATAT GCTATACGAAGTTAT - 3' 


3' - TATTGAAGCATATCGTATACGATAT GCTTCAATA - 5' 


Figura 25.8 (A) Sequéncia de nucleotideos do LoxS; este possui nucleotideos T desemparelhados no terminal 5’ (destacados pelos 
circulos). (B) Sequência do LoxS6, que assim como o LoxA ou LoxS é simétrico. Este tem o mesmo número de pares de bases que o 
LoxP e é idêntico ao LoxS, exceto pelos nucleotídeos T desemparelhados no terminal 5”. 


Santoro e Schultz desenvolveram oito variantes de sequência de sítios 
Lox (Lox M1 a M$, Tabela 25.2) para entender melhor as bases moleculares 
de reconhecimento das sequências Lox e gerar, por mutagênese randômica, 
recombinases com diferentes especificidades capazes de reconhecer varian- 
tes de sequéncia Lox. A recombinase selvagem Cre foi capaz de promover a 
recombinação nas variantes de sequência, exceto?” em M3, M5 e M7. 
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Tabela 25.2 Sequências LoxM1-M8 e potencial de promover recombinação 











ox sete “FECOMBINACEO VIA CRE 
MI ATAACTTCATATAGCATACATTATATGAAGTTAT + 

M2 ATAACTTCGTACAGCATACATTGTACGAAGTTAT + 

M3 ATAACTTCATACAGCATACATTG TATGAAGTTAT 

M4 ATAACTTTGTATAGCATACATTATACAAAGTTAT + 

M5 ATAACTTCGTG CAGCATACATTG CACGAAGTTAT 

Mó ATAACTCTGTATAGCATACATTATACAGAGTTAT + 

M7 ATAACTCTA TATAGCATACATTATATAGAGTTAT 

M8 ATAACTCTGTGTAGCATACATTACACAGAGTTAT + 


Ainda em 2002, Langer e colaboradores utilizaram os LoxM2, M3, M7 
e M11 (Tabela 25.3) mutados na sequência espaçadora e observaram que 
todos eram incompatíveis com o LoxP nativo para recombinação, além de 
LoxM3 e M7 serem também incompatíveis entre si*º. 

Nesse mesmo ano, Araki e colaboradores publicaram um importante 
trabalho no qual compararam a eficiência de inserção de sequências com 
LoxLE/RE mutantes e da estratégia RMCE. Esta última estratégia mostrou- 
se mais eficiente que a primeira, e a combinação de ambas se mostrou van- 
tajosa, pois apesar de a eficiência ser semelhante ao uso de RMCE, a estabi- 
lidade do produto recombinado é maior*!. 


Tabela 25.3 Sequéncias LoxM2, M3, M7 e M11 





LOX SEQUENCIA 

M2 ATAACTICATATATGG TTT CTTATATGAAGTIAT 
M3 ATAACTTCGTACATGGTATTATGTACGAAGTIAT 
M7 ATAACTTCATACATG CTATCTTGTATGAAGTTAT 
MN ATAACTTTGTATATG GTATCGTATACAAAGTTAT 


Em 2003, Thomson e colaboradores obtiveram (com regiões mutadas sub- 


linhadas) os LoxJT15 (AATTATTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT) 
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e Lox JTZ17 (ATAACTTCGTATAGCATACATTATAGCAATTTAT) com taxa 
de integração no processo de recombinação (cerca de 1.500 vezes) muito 
superior à encontrada?” para Lox 71 e Lox 66. 

Araki e colaboradores concluíram que, assim como o LoxJTZ17, o 
LoxKR3 (ATAACTTCGTATAGCATACATTATACCTTGTTAT) produz, na 
recombinação com DNA contendo Lox71, duplos mutantes mais estáveis 
que os gerados®# por Lox66 versus Lox71. 


25.3.3 A Cre recombinase 


A Cre recombinase é codificada por sequência de DNA presente no bac- 
teriófago P1 e consiste em enzima de 38 KDa, membro da família das À inte- 
grases. Catalisa a recombinação entre sítios de DNA dupla fita de sequência 
particular, os sítios Lox, que flanqueiam uma determinada região de inte- 
resse. Esta enzima é capaz de fazê-lo sem o auxílio de outras proteínas ou 
cofatores em uma ampla gama de ambientes celulares ou in vitro”. 

As funções originais desta enzima no bacteriófago P1 são: promover a 
ciclização do P1 após a infecção e resolver plasmídeos diméricos para manu- 
tenção de cópias fiéis a cada divisão bacteriana. 

Além da simplicidade de utilização da Cre em ambientes celulares e não 
celulares diversos, esta enzima apresenta versatilidade de recombinação 
de segmentos de DNA, possibilidade de controle temporal do processo de 
recombinação e do tipo celular que realizará a expressão do gene. 

Quanto à versatilidade de recombinação de segmentos de DNA, esta per- 
mite o extenso uso do sistema Cre-Lox em experimentos de manipulação de 
cromossomos e genomas****. À enzima necessita da presença de dois sítios 
LoxP (ou suas versões mutadas) para promover a recombinação de sequên- 
cias de DNA, e a depender da localização relativa entre estes, pode ocasio- 
nar inversão (da sequência entre sítios Lox em série e de orientação inversa, 
Figura 25.9A), excisão (da sequência entre sítios Lox em série e de mesma 
orientação, Figura 25.9B), substituição de fragmentos (Figura 25.9C) ou 
inserção de sequências (Figura 25.9D)? +6, 

Quanto ao controle temporal, Metzger e Chambon, por exemplo, desen- 
volveram uma Cre recombinase tamoxifeno dependente. Sob indução, esta 
enzima foi capaz de promover, com eficiência de cerca de 40%, a excisão de 
uma sequência-alvo em células da pele de camundongos”. 

Em relação ao tipo celular que deve expressar a enzima, Tsien e colabora- 
dores utilizaram um promotor derivado do gene da a-calmodulina quinase 
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H (aCaMKII) para dirigir a expressão da Cre recombinase em células pira- 
midais CA1 do hipocampo**. 

Por evento de recombinação são necessárias quatro moléculas de Cre, 
pois para cada repetição invertida de 13 bp é necessária uma molécula (o 
que acarreta em duas moléculas por cada um dos dois Lox envolvidos)". 

A elucidação de estrutura da Cre recombinase revelou que esta se dobra em 
dois domínios separados por um linker e possui cinco æ hélices em seu N-ter- 
minal (A-E). Destas, as hélices A e E encontram-se envolvidas na formação do 
tetrâmero de Cre para a catálise, e as hélices B e D entram em contato com 
os sítios Lox. No C-terminal existe uma pequena folha B e nove hélices (F-N). 
Destas, a hélice N participa do contato intersubunidades* (Figura 25.5C). 


25.4 MECANISMO DE RECOMBINAÇÃO 
PELO SISTEMA CRE-LOX 


O mecanismo de recombinação pelo sistema Cre-Lox envolve, em primeira 
instância, o reconhecimento dos sítios e ligação das Cre recombinases ao DNA; 
a estereoquímica de ligação é de duas moléculas de Cre por sítio Lox. 

Depois de formado o tetrâmero, a sinapse de recombinação é originada, 
com a consequente aproximação dos sítios Lox em posição adequada”. 
Ocorre então, a clivagem do DNA, seguida pela troca das fitas e de sua reli- 
gação com a formação da junção de Holliday e sua resolução”. 

A recombinação ocorre na área espaçadora de 8 bp dos sítios Lox, ori- 
ginando, pós-recombinação, sítios híbridos de fragmentos complementares 
aos sítios pré-recombinação**. 


25.4.1 Reconhecimento e ligação ao DNA 


Os primeiros passos para a catálise do processo de recombinação é o 
reconhecimento dos sítios Lox pela enzima e sua ligação ao DNA. Em cada 
sítio Lox associam-se duas moléculas Cre, cada uma delas estabelecendo 
contato com os 15 pb mais externos de uma das extremidades do sítio: isto 
inclui os 13 pb das repetições invertidas terminais e 2 pb da região central 
espaçadora que dita o sentido ao sítio. A ligação das enzimas ao sítio de 
ligação de Cre ocorre com alto grau de cooperatividade*!. 

A conformação de Cre para o reconhecimento de seu sítio de ligação e 
interação com o duplex de DNA é dita “gancho com formato em C”, pois 
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Sees alvo 


Sítio Lox 





Sequência alvo 


=< = 
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Figura 25.9 A depender da localização relativa entre os sítios Lox, pode-se promover diferentes eventos envolvendo as sequências de 
DNA flanqueadas por estes. (A) Se dois sítios Lox encontram-se em série e orientação inversa, ocorre a inversão da sequência compreen- 
dida entre eles. (B) Se os sítios estiverem em série e com mesma orientação, ocorre a excisão da sequência compreendida entre eles. 
(O) Se existirem duas sequências de DNA distintas, flangueadas cada uma pelos mesmos dois tipos de sítios Lox diferentes (as duas 
setas na segunda linha), o evento mediado pela Cre recombinase ocasionará substituição de fragmentos flanqueados. (D) Caso haja 
duas sequências de DNA diferentes precedidas de apenas um sítio Lox, o evento mediado pela Cre recombinase ocasionará inserção de 
uma das sequências em série com a outra, ficando ambas flanqueadas pelos sítios Lox. 
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Figura 25.10 Cre reconhecendo seu sítio de ligação em forma de “gancho com formato em C”. Destacam-se suas hélices no N-termi- 
nal, das quais a B e a D são as responsáveis por interagir com os sítios Lox. As hélices A e E do N-terminal e a hélice N de seu C-terminal 
participam das interacdes proteina-proteina para a formacdo do tetrimero® de Cre. 


a enzima se arranja em torno da dupla fita*?. Como já mencionado acima, 
no N-terminal da proteína encontram-se as hélices que interagem com o 
sítio Lox (B e D)º*. Dessa forma, o elemento de ligação de Cre nos sítios é 
curvado apenas levemente, enquanto, como resultado dos contatos enzima 
-DNA, o sítio completo (34 pb) é curvado bruscamente, principalmente na 
região central espaçadora, onde ocorrerá a clivagem e troca das fitas durante 
a recombinação” (Figura 25.10). 

Este posicionamento dos sítios pela recombinase permite que um resíduo 
conservado de aminoácido catalítico, a tirosina 324 (Tyr324), seja posicio- 
nado para a futura clivagem na região espaçadora dos sítios? Lox. 


25.4.2 A sinapse de recombinação 


Uma vez interagida cada recombinase com o seu sítio Lox no DNA, as 
hélices A e E do N-terminal de cada enzima e a hélice N de seu C-terminal 
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Figura 25.11 Complexo sináptico de recombinação Cre-Lox em arranjo semelhante à junção de Holliday pseudoquadrado planar (mo- 
dificada de Guo, Gopaul?"). 


participam das interações proteína-proteína para a formação do tetrâmero 
de Cre% (Figura 25.10). 

A sinapse tetramérica de Cre consiste em um par de dímeros da enzima, 
com orientação antiparalela dos duplex de Lox, em um arranjo dito seme- 
lhante à junção de Holliday pseudoquadrado planar” (Figura 25.11). 

Duas das quatro subunidades de Cre clivam então o DNA, conduzindo 
assim ao processo de permuta das fitas**. 


25.4.3 A permuta de fitas de DNA 


Após a clivagem do DNA por duas das quatro subunidades de Cre no 
complexo sináptico, a Tyr324, cuja cadeia lateral atua como nucleófilo, per- 
mite a formação do intermediário 3’-fosfotirosina, de arranjo antiparalelo. 
A extremidade 5'-OH livre gerada pela quebra da ligação fosfodiéster pode 
então atuar como nucleófilo e promover a permuta de um par de fitas, ao 
atacar a fosfotirosina vizinha. Dessa maneira, tem-se o arranjo da junção de 
Holliday formado no intermediario*® ** (Figura 25.12). 
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Figura 25.12 (A) Complexo sináptico de recombinação Cre-Lox (modificada de Guo, Gopaul?!). Nesta imagem, o arranjo que se tem é 
ainda semelhante à junção de Holliday, pois ainda não ocorreu quebra e permuta de fitas para a recombinação. (B) Complexo sináptico 
de recombinação Cre-Lox já em arranjo em junção de Holliday após a permuta de um par de fitas. As setas internas na cavidade central 
da Cre recombinase, na figura abaixo, indicam os locais onde já houve quebra de ligação fosfodiéster e ligação entre as fitas para 
recombinação (modificada de Gopaul, Guo*’). 
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Em seguida, ocorre um processo denominado isomerização, e na sequên- 
cia ocorrem a segunda clivagem e a permuta do segundo par de fitas, a fim 
de que se forme o produto de recombinação?” (Figura 25.13). O segundo 
par de fitas é clivado e permutado pelo segundo par de subunidades Cre, e 
o produto de recombinação forma-se apenas se houver identidade entre as 
sequências Lox utilizadas. Os pares de regiões espaçadoras devem apresen- 
tar homologia para que a barreira energética inerente ao processo de recom- 
binação possa ser transposta, e a catálise, ocorrer*. 





Produto da segunda clivagem 


Figura 25.13. Permuta do primeiro par de fitas, seguido de isomerização, clivagem do segundo par de fitas e formação do produto 
de recombinação. 


25.5 ESTRATÉGIAS DE INTEGRAÇÃO SÍTIO-ESPECÍFICA 
DE GENES POR RECOMBINAÇÃO CRE-LOX 


25.5.1 Atividade da Cre recombinase: entrega e expressão 


A Cre recombinase é uma enzima tipicamente procariótica, e por isso, 
para que haja a possibilidade de recombinação em eucariotos, é crucial seu 
direcionamento para o núcleo celular, que pode ser garantido pela inclusão 
de uma sequência de localização nuclear (nuclear localization signal - NLS), 
frequentemente de antígeno T, SV40 T?!. 

A expressão de Cre pode ser feita através de vetores plasmidiais, cuja 
expressão é transiente e logo silenciada com o vetor sendo degradado. A 
taxa de células transfectadas é relativamente baixa e, por isso, em alternativa 
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aos vetores plasmidiais, os vetores virais, adenovirais em sua maioria, são 
muito utilizados. Adenovírus possuem uma alta taxa de infecção em células 
eucariotas e uma expressão estável, o que garante o tempo necessário para 
que ocorra a recombinação Cre-Lox com eficiência e precisão "15557, 

A expressão pode ainda ser condicionada a um tecido localizado, uti- 
lizando um promotor tecido-específico para a Cre recombinase. Assim, a 
recombinação é limitada a um determinado grupo de células, e o estudo 
pode ser restringido a uma área. Nesse contexto, as ESC foram transfecta- 
das e, consequentemente, todos os animais-modelo conterão 0 gene!?* cre. 
No entanto, o gene estará em sua forma dormente, somente será expresso 
no tecido que possuir o conjunto de fatores e elementos de transcrição que 
agem na região promotora específica, promovendo a expressão constitutiva 
ou induzida (discutido a seguir). 

A fim de minimizar sucessivas remoções e inserções das sequências flan- 
queadas por Lox, sobre a expressão da Cre e os efeitos causados pela supe- 
rexpressão da mesma, que afetam a integridade do cariótipo, foi proposta 
por Hashimoto e Taniguchi? a fusão da Cre com HIV-TAT (transativador 
da transcrição da proteína TAT de HIV). HIV-TAT é um domínio de trans- 
dução, que permite a transdução de Cre recombinase diretamente na célula. 


25.5.2 Células repórteres para Cre-Lox 


Com o objetivo de permitir o monitoramento de eficiência de recombina- 
ção mediada por Cre, existem células repórteres para o sistema Cre-Lox. As 
células HEK293-LoxP-GFP-RFP, LoxP-lacZ e Cre-GFP são exemplos comer- 
ciais existentes. 

A primeira delas foi desenvolvida por Pfannkuche e colaboradores e 
contém em seu genoma uma sequência de DNA constituída de um promo- 
tor, seguido de um sítio LoxP, gene da proteína fluorescente verde (green 
fluorescent protein — GFP) com um stop códon, outro LoxP, e o gene da pro- 
teína fluorescente vermelha (red fluorescente protein — RFP) com um stop 
códon (Figura 25.14). Assim, na ausência da Cre recombinase, as células 
mostram-se verdes sob microscopia de fluorescência; porém, se a recombi- 
nase está presente, a porção que contém o stop códon da GFP, assim como 
o gene desta proteína, são removidos (por estarem compreendidos entre os 
sítios Lox), e a RFP é expressa, fazendo com que a célula se apresente ver- 
melha na microscopia de fluorescência”. 
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A linhagem de células TE671 humana LoxP-LacZ possui na região flan- 
queada pelos sítios Lox um stop códon que impede a síntese da B-galacto- 
sidase do LacZ; dessa forma, somente após a expressão de Cre estas células 
poderão expressar a B-galactosidase e serem coradas de azul na presença de 
XGal (As linhagens podem ser obtidas como HiTiter Cre/LoxP Reporter Cell 
Lines LoxP-RFP Human Fibroblast (Allele Biotecnhology)). 

As células Cre-GFP expressam a recombinase com sinal de localização 
nuclear, e fusionada à GFP. Assim, estas células aparecem verdes quando 
analisadas por microscopia de fluorescência, indicando a expressão de Cre*. 


25.5.3 Condicionamento da recombinação 


O sistema de recombinação Cre-Lox pode ser empregado para a expres- 
são de genes-alvo em camundongos com uma menor chance de perda de 
função, deleção e/ou inserção aleatória no genoma. São necessários, basica- 
mente dois passos para o emprego da recombinação Cre-LoxP em mESC: o 
primeiro passo é referente à inserção de sítios LoxP utilizando uma constru- 
ção específica e uma tecnologia padronizada de direcionamento gênico, e o 
segundo passo é o isolamento e seleção dos recombinantes!. 

Para a recombinação, a Cre recombinase pode ser utilizada in vitro em 
células tronco embrionárias (ESCs) ou realizada a expressão transiente, logo 
em seguida as células são inseridas em blastocistos e transmitidas para a 
linhagem germinativa no desenvolvimento embrionário. Outro modo, ou em 
adição ao anterior: a Cre pode ser expressa como um transgene, de modo 
que depois as células contendo regiões flanqueadoras Lox possam ser intro- 
duzidas. É uma possibilidade para se controlar em qual estágio do desen- 
volvimento embrionário deseja-se que ocorra a recombinação, a chamada 
mutação condicional. A ativação condicionada temporalmente de Cre pos- 
sibilita o estudo de mutações em genes-alvo, cuja letalidade é uma possi- 
bilidade com elevadas chances de ocorrer”. Mesmo que a meta inicial seja 
simplesmente o knock-out de um gene, a incorporação de Cre-Lox para um 
experimento com gene-alvo, existem benefícios para direcionamento con- 
vencional na medida em que, se os resultados experimentais validarem a 
necessidade, as abordagens potenciais para examinar a função gênica são 
expandidas para além do simples knock-out**. 

Modificações restritas a certos tipos de células em determinado estágio de 
desenvolvimento é reconhecido como condicionamento do gene-alvo. O uso 
de Cre-LoxP com este intuito requer uma linhagem de camundongos que 
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Figura 25.14 Sequência que torna a HEK293-LoxP-GFP-RFP uma célula repórter do sistema Cre-Lox. 


possuam o gene-alvo floxado e uma segunda linhagem que expresse a Cre 
recombinase de forma constitutiva ou induzida. 

Um mutante condicionado é gerado pelo cruzamento destas duas linha- 
gens, de modo que a alteração do gene alvofloxado é restringido de maneira 
espacial e temporal, de acordo com o padrão de expressão de Cre na linha- 
gem particular utilizada (Figura 25.15). Estas linhagens duplo-transgênicas 
devem ser criadas homozigoticamente para o alelo floxado**. 

Como uma alternativa, a Cre também pode ser expressa em tecidos somá- 
ticos por meio da infecção viral, utilizando vetores de expressão virais con- 
tendo!!5657,67 cre. Além disso, linhagens transgênicas portadoras de um alelo 
floxado podem ser convertidas para um mutante convencional, pela elimi- 
nação do alelo na sua linha germinativa, pelo cruzamento de uma das linha- 
gens deletoras que expressam Cre em mESCSs, ou nas células do embrião em 
fases iniciais do desenvolvimento**. 

À vantagem é oferecer não só economia de tempo, mas também abrir um 
novo caminho para estudar genes tendo-se o local específico de sua expres- 
são, condicional ou temporal, que será desencadeada no momento desejado, 
e a deleção do gene em células específicas. 


25.5.4 Indução e controle da recombinação 


O controle do processo de recombinação pode ser realizado a partir de 
sistemas de indução (exemplos na Tabela 25.4). A indução pode ser realizada 
por meio de ligantes do receptor de glicocorticoide, tamoxifeno, RU-486 ou 
tetraciclina e seus análogos. 
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Figura 25.15 Estratégia para a inativação do gene condicional in vivo. 


Tabela 25.4 Estudos com expressão induzido de forma tecido /condição específica 





PROMOTOR TECIDO INDUTOR REFERÊNCIA 
Hsp70 Vários tecidos Choque térmico Dietrich, et al, 2000° 
SM22 Músculo liso Tamoxifeno Kuhbandner, et al, 20007° 
Transtiretina Fígado Tamoxifeno Tannour-Lovet, et al, 2001” 
Subunidade do GluR NMDA Células do grânulo cerebelar Antiprogestinas Tsujita, et al, 19997 
WAP Glândula mamária Tetraciclina Utomo, et al, 19997 


GluR = Receptor de glutamato. Hsp70 = proteina de choque térmico 70. NMDA = N-metil D-Aspartato. SM22 = Proteína músculo 


liso-especifica 22. WAP = Proteína acídica do soro. 


Em 1998, Brocard e colaboradores desenvolveram uma Cre quimérica 
fundida a uma versão mutada do domínio de ligação do receptor de gli- 
cocorticoide humano; a recombinação pode ser induzida em células F9 de 
carcinoma embrionário murino com o uso de ligantes como dexametasona e 
RU38486, mas não era notada nenhuma atividade de recombinase na ausên- 


cia destes”*. 
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No ano seguinte, Kellendonk e colaboradores associaram-na a uma ver- 
são truncada do domínio de ligação do receptor de progesterona. Nesse 
trabalho, foi possível a indução de recombinação, no cérebro, pelo esteroide 
sintético”? RU486. 

Em 2001, Metzger e Chambon desenvolveram uma versão de Cre fusio- 
nada a uma versão mutada do domínio de ligação do receptor de estrógeno, 
podendo, dessa forma, ser ativada pelo tamoxifeno””. 

Nos exemplos acima citados, o domínio de ligação foi mutado para que 
o ligante natural do receptor não pudesse ativar a recombinase de forma 
constitutiva; dessa maneira, apenas de forma controlada, com a exposição 
a ligantes não normalmente presentes no meio celular, torna-se possível a 
ativação da enzima. 

Quanto à tetraciclina e seus análogos, em 1992, Gossen e Bujard fundi- 
ram repressor Tet e domínio de ativação de uma proteína do herpes vírus 
simples, obtendo o transativador tetraciclina controlável (tTA)”. O gene 
da Cre recombinase pode então ser inserido sob domínio de um promotor 
que é ativado na presença de tTA. Na presença de tetraciclina ou seu aná- 
logo, pode-se prevenir a ligação de tTA ao promotor e, por consequência, 
a expressão de Cre — sistema Tet-Off*. Existe ainda a possibilidade de uti- 
lização do sistema Tet-On, no qual é a presença de tetraciclina que ativa a 
expressão gênica; este sistema utiliza o transativador trancricional tetraci- 
clina controlável (rtTA). A tetraciclina liga-se ao rtTA e possibilita que este 
se ligue ao promotor para que a expressão gênica ocorra”. 


25.5.5 Deleção do gene repórter 


A construção de cassetes de expressão flanqueados por Lox são cons- 
tituídos, além do gene-alvo, por um gene repórter que viabiliza o acom- 
panhamento e o rearranjo e fixação genômica deste. No entanto, para a 
prática biomédica, esses genes repórteres necessitam ser retirados do locus 
endógeno, pois já foi examinado que a presença do repórter pode afetar 
a expressão, não somente do gene-alvo, mas de locis a mais de 100 Kb de 
distância. Uma das principais interferências do gene repórter é no pro- 
cesso de processamento do RNA mensageiro (mRNA) - splicing de RNA -, 
gerando variantes que podem possuir uma função diferente da original ou, 
até mesmo, não possuir função. 
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25.6 APLICAÇÕES DE USO DO SISTEMA CRE-LOX 


A maioria dos estudos envolvendo recombinação Cre-Lox em eucariotos 
utiliza camundongos como modelo experimental. O principal motivo para 
esta tendência é o fato de que este é o animal com maior histórico de uti- 
lização na pesquisa médica, modelo de desenvolvimento embrionário de 
mamíferos, de resposta imunológica (em especial em histocompatibilidade) 
e de doenças de fundo genético como câncer, em condições que muito se 
assemelham às do ser humano”. 

No entanto, com a descoberta das hESCs, houve uma tendência de se 
utilizar linhagens pluripotentes humanas em complemento ou em substitui- 
ção às células e modelos murinos. Apesar da grande similaridade genômica, 
hESCs e mESCs não respondem no mesmo grau de eficiência a procedimen- 
tos de recombinação homóloga, por isso, em ensaios que visam à aplicação 
clínica, as hESCs sao requeridas. 

Cre-LoxP pode ser utilizado para a construção de bibliotecas de expres- 
são, como, por exemplo, biblioteca de RNA de interferência (RNAi). 
Tomimoto e Yamakawa” utilizaram a estratégia que produzia enzimatica- 
mente uma biblioteca de longo grampo de RNA (do inglês, long hairpin of 
RNA - IhRNA) a partir de uma biblioteca de DNA complementar (CDNA), 
usando uma endonuclease BcaBEST DNA polimerase, e a Cre recombi- 
nase sem remoção do fragmento de DNA inserido a partir do plasmídeo de 
expressão. 


25.7 PROTOCOLO GERAL DE PRODUÇÃO 
DE UM CAMUNDONGO FLUORESCENTE 
UTILIZANDO O SISTEMA CRE-LOX * 


25.7.1 Animais 


Utilizam-se camundongos C57BL/6] e BDF1 (Clea Japan Inc., Tóquio, 
Japão). Estes animais heterozigotos expressam a Cre recombinase sobre con- 
trole do promotor CAG (Cre-GAG) e queratina 5 (Cre-KS5), respectivamente, 
e devem ser mantidos em ambientes livres de patógenos com água e alimen- 
tação ab libitum. 


* Baseado em Kawamoto, Niwa”. 
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25.7.2 Construção de plasmídeo repórter 
e geração de camundongos 


O plasmídeo repórter pCAG-CAT-EGFP (Figura 25.16) podem ser obti- 
dos a partir de duas inserções em pCAG-CAT-Z: um fragmento BamHI 
-EGFP-EcoRI (contendo o cDNA de EGFP, obtido da digestão de pEGFP 
(Clontech, Palo Alto, Estados Unidos)); e um segundo fragmento BamHI 
-poliA-Sacl (contendo a sequência do sinal de poliadenilação de B-globina 
de coelho) em substituição ao LacZ, de modo que a poliA entre em sequén- 
cia à EGFP. O gene CAT (cloranfenicol acetil-transferase) é floxado por 
sitios LoxP. 


25.7.3 Injeção pronuclear em embriões murinos 


A transferência do plasmídeo repórter pode ser realizada por injeção 
pronuclear em embriões. Inicialmente é feita excisão do CAG-CAT-EGFP 
do plasmideo pCAG-CAT-EGFP, seguida da microinjeção em embriões 
BDF1xBDF1. Os embriões são selecionados pela resistência ao cloranfenicol 
e transferidos para C57BL/6] fêmeas (como na Figura 25.15). 


pCAG-CAT-EGFP 


Figura 25.16 pCAG-CAT-GFP produzido a partir da inserção de EGFP seguido de poliA de B-globina de coelho e dois sítios LoxP floxando 
CAT. Promotor GAG na primeira fita espessa à esquerda, CAT na fita espessa ao centro, poliA de CAT à direita da fita espessa qo centro, 
EGFP na fita espessa à direita e poliA de B-globina de coelho no início, à direita da fita espessa à direita, triângulos vermelhos corres- 
pondem ao sitio LoxP. 
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25.7.4 Indução à recombinação por Cre 
recombinase e ativação do transgene 


Os animais utilizados produzem constitutivamente a Cre recombinase em 
queratinócitos (promotor tecido-específico para KS). A ativação do trans- 
gene ocorre pelo promotor GAG, que é ubíquo. No entanto, apenas as célu- 
las que expressarem Cre são capazes de recombinar e aproximar EGFP do 
promotor GAG, de modo que a fluorescência gerada pela EGFP ocorrerá 
exclusivamente na epiderme dos camundongos mutantes condicionais indu- 
zidos (como demonstrado na Figura 25.15). 

A expressão de EGFP é resultado da deleção do gene CAT e, consequen- 
temente, aproximação da região EGFP ao promotor GAG (Figura 25.17). 





CAG-CAT-EGFP 


Expressão 





Figura 25.17 A expressão constitutiva do linhagem (57BL/6] de Cre em queratinócitos (promotor específico K5) provoca a recombina- 
ção do cassete microinjetado em embriões que resulta na deleção do gene CAT (cloranfenicol acetiltransferase) liberando o fragmento na 
forma circularizada. Neste processo, o gene EGFP é aproximado ao promotor GAG permitindo a expressão da proteína fluorescente verde 
exclusivamente nas células dérmicas que recombinaram por Cre. Promotor GAG na primeira fita espessa à esquerda, CAT fita espessa ao 
centro, poliA de CAT à direita da fita espessa ao centro, EGFP na fita espessa à direita e poliA de B-globina de coelho em cinza claro; 
triângulos vermelhos correspondem ao sítio LoxP. 


25.7.5 Análise da prole recombinante 
A análise do DNA integrado ao genoma de camundongos recombinan- 


tes pode ser feita utilizando os sítios de restrição presentes originalmente 
no cassete retirado do CAG-CAT-EGFP como EcoRI e BamH1. Outra 
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possibilidade é utilizar citometria de fluxo para identificação da expres- 
são de GFP pós-atividade Cre recombinase, bem como western-blotting e 
microscopia de fluorescência ou confocal. 


25.8 PERSPECTIVAS FUTURAS: AVANÇOS E 
INTEGRAÇÃO DE METODOLOGIAS 


À tecnologia Cre-Lox, combinada com sistemas de indução, tem sido 
amplamente utilizada para gerar modelos animais com expressão de genes 
-alvo espacial e temporalmente regulados, tanto para ativação quanto para 
inativação. 

Estudos em camundongos mutantes não só são um avanço para o conhe- 
cimento sobre a função genética, como aqueles envolvidos na tumorigênese 
e carcinogênese, mas também aumentam grandemente o número de infor- 
mações sobre como poderia ser a intervenção em terapia gênica/celular em 
doenças de base genética, ou controle das de base ambiental. É justamente o 
que vem ocorrendo nos últimos anos, mas alguns problemas, como a estru- 
tura da cromatina, variações na recombinação homóloga e até a geração de 
linhagens celulares, são entraves que devem ser sobrepujados. 

Apesar desses empecilhos, a descoberta e aplicação do sistema de recom- 
binação Cre-Lox ainda são consideradas marcos na biologia molecular. Com 
a difusão da técnica e o aprofundamento dos estudos sobre os mecanismos 
deste sistema, bem como a incorporação de sistemas de indução localizada 
e programada (espaço-temporal) será possível que a gama de aplicações de 
Cre-Lox seja estendida, auxiliando a definição de funções gênicas e genô- 
micas, diagnóstico de doenças animais e humanas, bem como a produção e 
desenvolvimento de produtos de interesse terapêutico e biotecnológico. 
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26.1 INTRODUÇÃO 


A maioria das proteínas, se não todas, exerce suas funções como inte- 
grante de complexos não covalentes, estáveis ou transitórios, mantidos 
através de interações específicas entre seus constituintes!?. Dessa forma, a 
identificação e a caracterização de interações proteína-proteína (do inglês, 
protein protein interactions — PPI), é um pré-requisito para compreendermos 
detalhadamente as funções biológicas de complexos multiproteicos. Tais 
estudos também fornecem pistas sobre a função de proteínas através da des- 
coberta de quais são seus parceiros proteicos in vivo com função já conhe- 
cida, partindo da premissa “culpado por associação”*. Além disso, conhecer 
a arquitetura de redes de interações proteicas celulares ou “interactomas” 
é fundamental para o entendimento integrado e completo de mecanismos 
fisiológicos e patológicos” *. 
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Há uma grande variedade de metodologias bioquímicas, biofísicas, gené- 
ticas e computacionais que possibilitam o estudo de PPI sob diferentes 
aspectos. Contudo, as duas abordagens mais empregadas para identificação 
e análise de interações proteicas são o sistema duplo-híbrido em leveduras 
(do inglês yeast two-hybrid system — Y2H)” e a purificação de complexos 
por afinidade acoplada à espectrometria de massas (AP-MS)*. Neste capí- 
tulo iremos detalhar os conceitos, as variações e as aplicações do sistema 
Y2H, um método da genética molecular, simples e versátil, para detecção de 
interações proteicas binárias através da ativação da expressão de genes indi- 
cadores do sucesso da interação (genes repórteres). Ensaios de complemen- 
tação de fragmentos proteicos (do inglês protein-fragment complementation 
assays — PCA)” também serão brevemente descritos. 

O sistema duplo híbrido é um ensaio genético para detecção in vivo 
da interação de duas proteínas utilizando-se a levedura Saccharomyces 
cerevisiae!“!!, Para realização do ensaio, as proteínas de interesse, deno- 
minadas no ensaio de isca e presa, são expressas como proteínas híbridas, 
sendo uma delas fusionada ao domínio de ligação ao DNA (do inglês DNA 
binding domain — DBD) e a outra fusionada ao domínio de ativação (do 
inglés activation domain — AD) de um fator de transcrição. Se o par de pro- 
teínas híbridas interagir no núcleo da levedura, DBD e AD são aproximados, 
a atividade do fator de transcrição é reconstituída, possibilitando o reco- 
nhecimento do promotor e início da transcrição do gene repórter adjacente, 
como esquematizado na Figura 26.1. A ativação de genes repórteres indica 
o sucesso da interação in vivo. Os genes repórteres geralmente codificam 
enzimas necessárias para o crescimento em meio seletivo ou enzimas cuja 
atividade pode ser detectada pela mudança de cor da colônia da levedura. 

Além de possibilitar a verificação da ocorrência de interação entre duas 
proteínas conhecidas, os ensaios de duplo-híbrido são também úteis para a 
identificação de domínios proteicos e aminoácidos envolvidos na interação, 
através da realização de ensaios com variantes mutantes das duas proteínas 
em estudo. Um exemplo desta abordagem foi a identificação de aminoácidos 
essenciais para interações que ocorrem no heterotrímero da proteína fosfa- 
tase humana” do tipo 2A. Outro exemplo é o estudo que mostrou a exis- 
tência de múltiplos contatos entre a subunidade catalítica da serina/treonina 
fosfatase do tipo 1 e seu inibidor proteico”. 

Ensaios de duplo-híbrido são predominantemente utilizados para a des- 
coberta de parceiros moleculares de uma proteína-alvo!*. Tal proteína fusio- 
nada ao DBD serve de “isca” para “capturar” parceiros moleculares (deno- 
minados de “presas” ) através da varredura de bibliotecas de genes, em que 
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Figura 26.1. Sistema duplo híbrido em levedura. As proteínas de interesse, isca e presa, são expressas em fusão com o domínio de 
ligação ao DNA (DBD) e com o domínio de ativação da transcrição (AD) de um fator de transcrição, respectivamente. A interação entre a 
isca e a presa no núcleo da levedura resulta na reconstituição funcional do fator de transcrição, com consequente ativação da maquinaria 
de transcrição. A RNA polimerase Il transcreve o gene repórter, e o mRNA resultante será traduzido no citoplasma. A atividade da proteína 
codificada pelo gene repórter é uma medida do sucesso da interação entre as duas proteínas híbridas. 


proteínas completas, ou seus fragmentos, estão fusionadas ao AD, como 
mostra a Figura 26.2. Essas bibliotecas podem ser geradas a partir de frag- 
mentos de DNA genômico produzidos aleatoriamente por quebra mecânica 
ou por digestão enzimática ou, então, construídas com preparações de DNA 
complementar (cDNA). Bibliotecas representativas do conjunto completo ou 
subconjuntos de fases abertas de leitura (do inglês, open reading frames — 
ORF) codificadas em um dado genoma são também uma ótima alternativa 
para triagens. Como exemplo desta abordagem, citamos o estudo que iden- 
tificou a proteína Nop17 como um novo componente do exossomo (com- 
plexo proteico envolvido no processamento de RNAs eucarióticos) através 
de varreduras de bibliotecas de cDNA de levedura, utilizando-se como isca 
uma das subunidades desse complexo!*. Outro exemplo dessa estratégia é o 
estudo que revelou novos componentes do sistema de secreção de efetores de 
virulência de Xanthomonas axonopodis citri, através de varreduras de uma 
biblioteca de DNA genômico com diferentes iscas!º. 
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Figura 26.2 Varredura da biblioteca no sistema duplo híbrido em levedura. À proteína de interesse que será utilizada como isca é 
expressa em fusão com o domínio de ligação ao DNA (DBD). A biblioteca de genes contendo as sequências clonados em fusão com o 
domínio de ativação da transcrição (AD) é utilizada na transformação de células da linhagem que expressa a isca. À interação bem- 
sucedida entre a isca e uma dos proteínas híbridas da biblioteca (presa) é detectada pela atividade da proteína codificada pelos genes 
repórteres, neste caso HIS3 e lacZ, que, respectivamente, proporcionam crescimento na ausência do aminoácido histidina e coloração 
azul na presença do substrato X-GAL. Os plasmídeos codificando as presas são recuperados dos clones positivos e identificados por 
sequenciamento de DNA. 


Se por um lado ensaios de duplo-híbrido realizados em pequena escala 
detalham, uma por vez, as interações de pares de proteínas pré-escolhidas, 
ensaios realizados em grande escala (high-throughput) buscam identificar 
todas as interações binárias potenciais do proteoma, completo ou parcial, 
de uma célula ou organismo. Nesse caso, o objetivo almejado é o mapea- 
mento das redes de interações proteicas ou interactomas”. Às triagens em 
larga escala utilizando sistema duplo-híbrido são pioneiras na proposição 
de redes de interação proteica em organismos modelo como S. cerevisiae e 
Caenorhabditis elegans, além de células humanas!”!8. 

Variações do sistema duplo-híbrido foram desenvolvidas, possibilitando 
ensaios de interação proteica no citoplasma da levedura, e também em bacté- 
rias ou em células de mamífero em cultura”. Além disso, ajustes metodoló- 
gicos no ensaio originalmente proposto foram cruciais para reduzir a detec- 
ção de interações falsas, tornando o sistema duplo-híbrido mais robusto e 
confiável. Assim como outros métodos, o sistema Y2H também apresenta 
limitações, e metodologias alternativas e complementares (abordagens 
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ortogonais) devem ser utilizadas para comprovar PPI identificadas através 
do Y2H*. Porém, é inquestionável a contribuição do Y2H para descoberta 
de interações proteicas relevantes em processos fisiológicos e patológicos”, 
várias dessas sugeridas como potenciais alvos terapêuticos??2, 


26.2 ORIGEM E EVOLUÇÃO DO SISTEMA 
DUPLO-HÍBRIDO EM LEVEDURA 


O sistema duplo-híbrido em levedura foi desenvolvido em meados da 
década de 1980, no laboratório de Stanley Fields na State University of 
New York e primeiramente descrito em um artigo publicado em 1989 na 
revista Nature!º. A inspiração fundamental para o delineamento do sistema 
duplo-híbrido foi a natureza modular de muitos fatores de transcrição euca- 
rióticos, os quais apresentam dois domínios funcionalmente distintos: um 
que reconhece e liga uma sequência específica de DNA no promotor do 
gene-alvo e outro que interage com a maquinaria de transcrição, ativando a 
síntese do RNA mensageiro (mRNA). 

A natureza modular e flexível dos fatores de transcrição foi evidenciada a 
partir de estudos realizados em meados da década de 1980 pelos grupos lide- 
rados por Mark Ptashne e por Kevin Struhl, ambos na Harvard University. 
Estes pesquisadores investigaram as proteínas GAL4 e GCN4, a primeira 
um potente ativador da transcrição em leveduras quando estas crescem em 
meio contendo galactose, e a segunda um fator de transcrição que reconhece 
promotores de genes relacionados à biossíntese de aminoácidos. Tanto para 
GAL4” como para GCN4* foi identificada a existência de dois domínios 
funcionalmente independentes: um domínio de ligação ao DNA (DBD) e 
outro de ativação da transcrição (AD). A independência funcional dos domi- 
nios foi comprovada pela verificação de que proteínas híbridas, tais como 
LexA-GAL4 (fusao do DBD do repressor transcricional LexA de Escherichia 
coli ao AD de GAL4), ativavam a transcrição somente quando o operador 
lexA (sequência reconhecida por LexA) estava presente no promotor do gene 
repórter”. De fato, os domínios DBD e AD de GAL4 podem ser fisicamente 
separados e podem funcionar como unidades independentes”, mas a ativa- 
ção da transcrição é dependente de certa proximidade entre esses domínios. 

Resultados desses trabalhos embasaram a construção do conceito de 
que o domínio de ativação de fatores de transcrição prescinde da interação 
direta com o DNA para exercer sua função, isto é, o AD não estabelece con- 
tato direto com o DNA, o que é feito pelo DBD. Um ativador transcricional 
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poderia, portanto, ser composto de duas proteínas que se associam, não 
covalentemente, uma delas responsável pela ligação a uma sequência espe- 
cífica de DNA e a outra responsável por, efetivamente, ativar a maquinaria 
de transcrição. 

Na versão original do sistema Y2H foram utilizados domínios de GAL4 
para a produção de proteínas híbridas!º. Esse ativador transcricional possui 
881 aminoácidos, sendo que seu DBD reside na porção aminoterminal de 
147 aminoácidos e é responsável pelo reconhecimento de uma sequência 
específica de DNA, denominada UAS,.,, que é encontrada em promotores 
de genes GAL (genes relacionados ao metabolismo de galactose). O AD de 
GAL4 com 113 aminoácidos carboxiterminais, predominantemente ácidos, 
é responsável por recrutar e ativar a maquinaria de transcrição para iniciar 
a expressão do gene-alvo, porém não interage diretamente com a sequência 
de DNA. Para demonstrar a funcionalidade do sistema Y2H, o DBD de 
GAL4 foi fusionado a uma proteína de interesse X (no ensaio, a proteína 
SNF1) enquanto o domínio AD de GAL4 foi fusionado à proteína de inte- 
resse Y (no ensaio, a proteína SNF4). Caso as proteínas X e Y interagissem 
in vivo, os domínios de ligação ao DNA e de ativação da transcrição de 
GALA4 seriam suficientemente aproximados para ativar a transcrição de um 
gene controlado pelo fator de transcrição GAL4. Nesse ensaio, tal gene era 
lacZ, um gene da bactéria E. coli que codifica a enzima B-galactosidase, 
clonado na vizinhança do promotor GAL. Através da verificação da ativi- 
dade enzimática, foi possível inferir que ocorreu ativação da transcrição do 
gene repórter lacZ, como consequência da interação de SNF1 e SNF4, como 
esquematizado na Figura 26.3. 

Muitos estudos utilizaram o sistema Y2H tal como originalmente pro- 
posto para investigar a ocorrência de interação entre pares de proteínas 
conhecidas, e para os quais a possibilidade de interação era postulada. Uma 
vez detectada a interação no ensaio de Y2H, os domínios de interação pas- 
saram então a ser mapeados através da análise sistemática das proteínas X 
(denominada isca) e Y (denominada presa), portando deleções e/ou substi- 
tuições em seus aminoácidos!!. A premissa de que a atividade transcricional 
medida no ensaio de Y2H é positivamente correlacionada com a afinidade 
da interação valorizou ainda mais esta metodologia na caracterização de 
PPI. Contudo, a precisão desse tipo de estudo exige que as proteínas mutan- 
tes comparadas apresentem estabilidades similares e concentração equiva- 
lente no núcleo da levedura. 

Com o sucesso do ensaio original de Y2H, foi então proposto que tal 
metodologia seria aplicável para identificação de novas interações através 
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Figura 26.3 Esquema do sistema Y2H em seu delineamento original. Nos experimentos foi utilizada uma linhagem de levedura como 
uma deleção do gene GAL4 e contendo o gene LacZ integrado em seu cromossomo sob controle do promotor GAL. Essa linhagem foi 
transformada com plasmídeos para expressão de: proteína GALA integra, da proteína SNFT fusionada ao DBD de GALA e /ou proteina 
SNF4 fusionada ao AD de GAL4. Como esperado a expressão de GALA4 integra resultou na máxima ativação da transcrição. À expressão 
dos dois híbridos, SNF1 /GAL-DBD e SNF4/GAL-AD, restaurou a transcrição de LacZ, verificada pela medida da atividade da enzima P- 
galactosidade como 180 unidades. 


da varredura de bibliotecas de proteínas fusionadas com AD. Tal aplicação 
foi demonstrada com a utilização da proteína SIR4 fusionada ao DBD de 
GAL4 na varredura de uma biblioteca de fragmentos de DNA genômico de 
levedura expressando proteínas fusionadas ao AD de GALA. Diversos outros 
trabalhos se seguiram com o intuito de identificar parceiros moleculares para 
proteínas selecionadas, tais como proteínas envolvidas em vias de sinaliza- 
ção celular em células normais ou tumorais. Entre as primeiras proteínas que 
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tiveram seus parceiros moleculares identificados com o sistema Y2H está a 
proteína Ras, que interage in vivo com a proteína quinase Raf?. Com esta 
abordagem, os parceiros moleculares de muitas proteínas começaram a ser 
rapidamente identificados, e redes de interação foram traçadas. 

Vale ressaltar a importante contribuição do grupo de Stephen Elledge 
no Baylor College of Medicine, que desenvolveu vetores para facilitar a 
construção de bibliotecas de cDNA fusionados ao AD de GAL4, as quais 
eram construídas no bacteriófago À e convertidas em bibliotecas plasmi- 
diais usando recombinação sítio-específica. Além disso, esta nova versão de 
vetores possibilitava a expressão da isca fusionada ao DBD e também a um 
domínio de hemaglutinina (HA), para detecção da expressão com anticorpo 
anti-HA. Outra modificação foi a inclusão de HIS3 (imidazol glicerol fos- 
fato desidratase) como mais um gene repórter além de lacZ?*>º. 

A primeira utilização do Y2H em escala genômica investigou o mapa 
de interações das 55 proteínas expressas pelo bacteriófago T7 de E. coli”. 
Alguns anos mais tarde, todas as interações potenciais do proteoma com- 
pleto da levedura S. cerevisae foram investigadas por diferentes grupos”!*, 
que exploraram a habilidade de linhagens haploides de levedura de tipos 
sexuais opostos formarem células diploides. A biblioteca de clones de leve- 
dura de um tipo sexual expressando cada uma de suas 6 mil ORF fusionadas 
ao AD de GAL4 foi triada com linhagens de tipo sexual oposto expressando 
as 6 mil ORF individualmente fusionadas ao DBD de GAL4. Após a seleção 
de clones diploides positivos para a ocorrência de interação, os plasmídeos 
eram recuperados, sequenciados para identificação do par de proteínas que 
interagiu no ensaio. À esses estudos seguiu-se a elucidação dos interactomas 
completos da bactéria patogênica Helicobacter pylori” e de organismos- 
modelo com Drosophila melanogaster***’ e Caenorhabditis elegans**. Os 
primeiros resultados de estudos para elucidar o interactoma humano foram 
publicados em 2005º4º e identificaram cerca de 3 mil potenciais interações. 
Além destas, dezenas de triagens já foram realizadas para mapear PPI de 
diversos vírus, micro-organismos, plantas e proteínas envolvidas com doen- 
ças humanas*!. 

Entre as razões que rapidamente popularizaram a utilização do sistema 
duplo-híbrido em levedura está o fato de que essa metodologia possibilita o 
estudo in vivo de interações entre proteínas de qualquer organismo, através 
de ensaios relativamente simples e acessíveis para um laboratório conven- 
cional de biologia molecular. Uma característica relevante do ensaio de Y2H 
reside na sua alta sensibilidade para detecção de interações nem sempre 
evidenciadas por outros métodos, como a coimunoprecipitação. O acúmulo 
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do transcrito do gene repórter e da proteína correspondente amplifica e esta- 
biliza o sinal, garantindo que interações de menor afinidade ou transientes 
possam ser detectadas. Esta é mais uma das vantagens do sistema Y2H, uma 
vez que metodologias que envolvem etapas de purificação de complexos 
proteicos requerem PPI bem mais estáveis!!. 

Outra razão para o sucesso do Y2H reside no fato de que seu desenvol- 
vimento antecedeu o fantástico avanço de métodos baseados na purifica- 
ção por afinidade de complexos proteicos e identificação de seus constituin- 
tes por espectrometria de massa*. Ainda hoje, o Y2H apresenta o diferencial 
de avaliar interações proteicas in vivo, enquanto a AP-MS requer a manipu- 
lação in vitro de extratos celulares e equipamentos bem mais sofisticados, 
dispendiosos e inacessíveis para a maioria dos grupos de pesquisa. 

Curiosamente, não foi o interesse científico em se buscar os parceiros 
moleculares de uma proteína em estudo que motivou o desenvolvimento do 
sistema duplo-híbrido, mas sim a demanda na época por um novo método 
com potencial comercial para a indústria de biotecnologia e que pudesse 
ser útil para a pesquisa em ciências biomédicas. O caminho trilhado no 
desenvolvimento do sistema duplo-híbrido foi, portanto, bastante incomum 
e diferente do que se observa para a maioria das biotecnologias disponí- 
veis, as quais foram desenvolvidas para responder a problemas biológicos 
específicos*?. 

O sistema Y2H evoluiu do uso de vetores e linhagens de levedura tro- 
cadas entre grupos de pesquisas para a utilização de sistemas completos, 
atualmente comercializados na forma de kits que incluem sofisticados veto- 
res plasmidiais que facilitam as etapas de clonagem e linhagens de levedura 
aprimoradas e que conferem maior confiabilidade a detecção das interações 
proteicas. Ademais, as opções hoje disponíveis incluem vetores com caracte- 
rísticas que facilitam ensaios subsequentes para confirmação das interações 
detectadas através do sistema Y2H. Bibliotecas com conjuntos ou subcon- 
juntos de ORF humanas ou de alguns organismos modelos também estão 
disponíveis comercialmente. Além disso, há empresas que oferecem serviços 
de triagem de bibliotecas gênicas utilizando o sistema Y2H. 


26.2.1 Detalhamento metodológico do sistema Y2H 


Desde sua concepção em 1989, muitos foram os melhoramentos na tec- 
nologia de Y2H, incluindo a possibilidade de utilização de mais do que um 
gene repórter”. Além de lacZ, que permite uma avaliação semiquantitativa 
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da interação em um ensaio de atividade de B-galactosidade de E.coli, os 
genes repórteres mais frequentemente utilizados são MEL1 (a-galactosidase 
secretada de S. cerevisae), HIS3, URA3 e ADE2 (que conferem prototrofia 
a histidina, uracila e adenina, respectivamente). Também tem sido utilizado 
como repórter da interação produtiva, o gene que codifica a proteína fluo- 
rescente verde (do inglés green fluorescent protein — GFP), ou melhor, o 
gene yEGFP (do inglés, codon-optimized yeast enhanced green fluorescent 
protein), em que foi realizada a otimização de códons para adequada expres- 
são em levedura*. A expressão do gene repórter possibilita a separação de 
clones positivos com a utilização do separador de células ativado por fluo- 
rescência (do inglês, fluorescence-activated cell sorting — Facs). À resistência 
ao antifúngico aureobasidina A (gene AUR1-C, variante mutante da inositol 
fosforil ceramida sintase) também é mais um repórter disponível“. A Tabela 
26.1 lista os genes repórteres mais usados no Y2H e os fenótipos observados. 


Tabela 26.1 Genes repórteres usados no sistema Y2H e os respectivos fenótipos da levedura resultantes da sua ativação 








GENE REPÓRTER PRODUTO PROTEICO FENÓTIPO 
lag Colônias com coloração azulada pela 
(E. coli B-galactosidase hidrólise do substrato cromogênico X-Gal 
i (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranosideo) . 
HIS3 Imidazol glicerol fosfato desidratase Crescimento em meio sem histidina. 
(S. cerevisae) 
URA3 sy : Crescimento em meio sem uracila. Sensibilidade 
(S. cerevisae) Orotidina Sfosfoto descarboxilase ao 5-ácido fluorótico (5-FOA). 
ADEZ Fosforibosil aminoimidazol carboxilase Crescimento em meio sem adenina. 
(S. cerevisae) 
MELI Colônias com coloração azulada pela 
a-galactosidase secretada hidrólise do substrato cromogênico X-a.-Gal 


Cause (5-bromo-4-cloro-3-indolil-o-D-galactopiranosideo) . 


AURI-C Mutante da subunidade catalitica da 
(Aureobasidium sintase de inositol fosfoceramida (proteinda Resisténcia ao antifingico aureobasidina A. 
pullulans) de resistência à aureobasidina À) 
( A toria) Proteína fluorescente verde Células fluorescenes após exposição à luz UV (366 nm). 
yEGFP Proteína fluorescente verde intensa (com Células estavelmente fluorescentes para separação por Facs. 


otimização de códons para levedura) 


Quanto ao domínio de ligação ao DNA, além do DBD de GAL4 uti- 
lizado no sistema duplo-híbrido original'º, alternativas também já foram 
empregadas”. Uma delas é a proteína repressora LexA de E. coli que liga o 
sítio operador cognato*. O AD de GAL4 ainda é o mais utilizado, mas há 
opção do AD da proteína VP16 do vírus de herpes simplex” ou do domínio 
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de ativação B42 de E. coli*, respectivamente um domínio de ativação mais 
forte e outro mais fraco do que GALA4. 

Em sua aplicação mais simples (Figura 26.1), em que se deseja verificar se 
duas proteínas interagem in vivo, as células de levedura são transformadas 
com dois vetores plasmidiais, um deles contendo a sequência codificadora 
da proteína de interesse X (isca) fusionada ao DBD (por exemplo, DBD de 
GAL4), e o outro contendo a sequência codificadora da proteína de interesse 
Y (presa) fusionada ao AD (por exemplo, AD de GAL4). A expressão episso- 
mal das fusões está, geralmente, sob o controle de um promotor constitutivo 
como o ADH1 (álcool desidrogenase 1), truncado ou íntegro para garantir, 
respectivamente, menor ou maior nível de expressão. O ensaio parece ser 
mais eficaz quando as fusões são aminoterminais, isto é DBD e AD são 
fusionados ao aminoterminal da proteína X ou Y, embora se recomende 
testar também fusões carboxiterminais*. É fundamental que as proteínas 
fusionadas aos domínios DBD e AD sejam direcionadas para o núcleo da 
célula a fim de ativar a transcrição dos genes repórteres, sendo que o sinal de 
localização nuclear está na porção aminoterminal dessas construções. Além 
dos elementos que permitem sua propagação em bactéria, importantes na 
etapa de clonagem, os vetores devem conter genes para a seleção dos clones 
em levedura. Os vetores mais populares contêm TRP1 (codifica fosforibosil 
antranilato isomerase), que possibilita o cultivo das células em meio sem 
triptofano, ou LEUZ2 (codifica P-isopropil malato desidrogenase), que pos- 
sibilita o cultivo das células na ausência de leucina. Desse modo, células de 
levedura hospedando ambos os plasmídeos (isca e presa) crescem na ausên- 
cia de leucina e triptofano. Assumindo que as duas proteínas híbridas serão 
colocalizadas no núcleo, é plausível supor que, caso interajam, os domínios 
de ligação ao DNA e de ativação da transcrição serão aproximados e o 
ativador transcricional será reconstituído funcionalmente. Como resultado, 
a RNA polimerase II será recrutada e os genes repórteres serão transcritos 
(por exemplo, HIS3 e lacZ) (Figura 26.2). 

Como afirmado acima, para o sucesso do sistema Y2H é necessário que 
as proteínas híbridas que potencialmente interagem sejam expressas no 
núcleo, preferencialmente em níveis equivalentes. Alguns vetores adicionam 
um epítopo à proteína híbrida, o qual possibilita o monitoramento de sua 
expressão através de Western blotting com anticorpo específico. 

Nos ensaios de Y2H é importantíssimo avaliar se as proteínas híbridas 
(isca e presa) não ativam os genes repórteres independentemente da ocorrên- 
cia de interação, um artefato referido como “ativação independente de inte- 
ração”. Para isso, é necessário avaliar se há expressão dos genes repórteres 
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nos transformantes, hospedando cada uma das construções separadamente. 
Muitas vezes a proteína X fusionada ao DBD exibe “ativação independente 
de interação”, e a solução está em refazer as construções, fusionando X 
ao AD e Y ao DBD ou utilizando-se fragmentos ou domínios da proteína 
isca. Entretanto, segmentos proteicos ricos em aminoácidos carregados, em 
particular resíduos negativos, devem ser evitados, visto que frequentemente 
resultam em “ativação independente de interação”. Citamos aqui o exemplo 
da proteína reguladora FEZ1. Uma vez que o domínio N-terminal de FEZ1 
confere ativação independente de interação, a alternativa foi utilizar como 
isca sua região carboxiterminal na varredura de uma biblioteca de cDNA 
humano“. Nesse estudo, foram identificadas proteínas de função conhecida 
que interagem com FEZ1, o que possibilitou confirmar sua participação no 
desenvolvimento neuronal e sugerir um papel para FEZ1 também no con- 
trole transcricional. 

Outro ponto relevante é a verificação da seletividade da interação entre 
X e Y, o que pode ser avaliado realizando-se ensaios de interação de X ou Y 
com proteínas não relacionadas. Mas, uma vez descartada a “ativação inde- 
pendente de interação” e verificada a especificidade da associação, a habili- 
dade das proteínas X e Y e de suas variantes mutantes interagirem pode ser 
sistematicamente ensaiada, visando à identificação dos domínios envolvidos. 

É importante ressaltar que as linhagens da levedura S. cerevisae empre- 
gadas no sistema Y2H são linhagens geneticamente modificadas para que 
seja possível a seleção de clones que hospedam as construções plasmidiais 
contendo, respectivamente, isca e presas, bem como a pronta detecção de um 
ou mais genes repórteres. Em um ensaio como o descrito acima, as linhagens 
utilizadas portam as marcas auxotróficas, TRP1 e LEU2, apresentando, por- 
tanto, dependência dos aminoácidos triptofano e leucina para o crescimento. 
Os genes repórteres estão integrados em cópia única no cromossomo da 
levedura, e precedidos pelo promotor com a sequência reconhecida pelo 
domínio de ligação fusionado à isca. Frequentemente são utilizadas linha- 
gens de levedura que apresentam genes repórteres com promotores com dife- 
rentes afinidades pelo DBD, que geram maior ou menor expressão de cada 
um dos genes repórteres**. 

O gene repórter HIS3 codifica a imidazol glicerol fosfato desidratase, 
uma enzima da via de biossíntese de histidina e essencial para o cresci- 
mento da levedura na ausência desse aminoácido. URA3 codifica orotidina 
5-fosfato descarboxilase, uma enzima da via de síntese de uracila, o qual é 
essencial para o crescimento da levedura na ausência de uracila ou uridina. 
Várias linhagens de levedura desenvolvidas para o sistema duplo-híbrido são 
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deficientes na expressão de HIS3 e URAS3, sendo que clones com altos níveis 
de expressão de HIS3 podem ser evidenciados pela adição do inibidor 3-AT 
(3-aminotriazol) ao meio de cultura, o que evita a detecção de interações 
fracas (falsos positivos) que resultam em expressão basal de HIS3. A expres- 
são de lacZ pela levedura pode ser facilmente detectada com a utilização do 
substrato cromogênico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopira- 
nosídeo), que quando hidrolisado pela B-galactosidase gera um composto de 
coloração azulada (Figura 26.2). 

De modo geral, a utilização de dois genes repórteres (HIS3 e lacZ) é sufi- 
ciente. Porém, algumas linhagens de leveduras contêm três genes repórteres 
sob o controle de promotores ligeiramente diferentes, ampliando a faixa 
de seletividade e sensibilidade, como é o caso da linhagem PJ69-4A*, que 
contém os repórteres HIS3, lacZ e ADE2, este último mais rigoroso. À uti- 
lização de linhagens contendo o repórter URAS3 pode ser útil nos casos de 
interações mais difíceis de avaliar, ou quando se deseja realizar uma contras- 
seleção com 5-ácido fluorótico (5-FOA), um composto que é metabolizado 
em composto tóxico pela enzima URA3. Outra opção é a utilização da resis- 
tência ao antifúngico aureobasidina-A, como já mencionado. 


26.2.2 Análise de interactomas através do sistema Y2H 


A aplicação mais frequente do sistema duplo-híbrido é a triagem por 
interações que envolvem uma ou mais proteínas de interesse ou a triagem 
por interações possíveis de um proteoma completo ou quase completo. Para 
tal é necessário dispor de bibliotecas de fragmentos genômicos, bibliote- 
cas de cDNA ou de bibliotecas de DNA com todas as sequências codificado- 
ras de proteínas (ORF) de um organismo, construídas em vetores apropria- 
dos para Y2H. 

Uma estratégia que pode ser utilizada é a transformação de uma linhagem 
de levedura com o vetor plasmidial codificando a isca de interesse fusionada 
ao DBD e seleção em meio restritivo. O clone selecionado é então submetido 
à transformação com a biblioteca de escolha, em que as sequências serão 
expressas em fusão ao AD (Figura 26.2). Os clones são selecionados em 
meio restritivo, e as interações positivas são avaliadas através da expressão 
dos genes repórteres. À primeira etapa na caracterização dos clones que 
exibem ativação dos genes repórteres é a verificação de que essa ativação 
deve-se à interação produtiva entre isca e presa, e não a uma mutação que 
eventualmente tenha ocorrido na levedura. Isto é feito pela reintrodução do 
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plasmídeo correspondente à presa (selecionada na varredura) na linhagem 
original que expressa a isca para recapitular a ativação dos genes repór- 
teres. Um segundo teste importante é mostrar que as presas selecionadas 
interagem especificamente com a proteína de interesse, e não com o DBD de 
LexA ou GAL4 fusionado à isca. Isto é feito pela reintrodução da biblioteca 
de plasmídeos em linhagem expressando outras iscas para confirmar inte- 
ração específica apenas com a isca de interesse. Em seguida, o plasmídeo 
codificando a presa revelada em cada um dos clones positivos é recupe- 
rado e submetido a sequenciamento para verificação da identidade da presa 
(Figura 26.2). 

À expressão da isca é, geralmente, epissomal; contudo, há possibilidade 
de integração da construção DBD-isca no cromossomo da levedura, gerando 
uma linhagem estável, menos suscetível a variações no nível de expressão da 
isca, o que parece reduzir de modo importante resultados falso-positivos e 
falso-negativos na triagem de bibliotecas*”. 

Outra estratégia para triagem no sistema Y2H consiste na expressão da 
isca em uma linhagem de um tipo sexual (tipo a), e a construção da biblio- 
teca de “presas” em uma linhagem de tipo sexual oposto (tipo a), como 
esquematizado na Figura 26.4A. A varredura consiste no cruzamento das 
linhagens e seleção em meio seletivo para interação positiva. Da mesma 
maneira que na estratégia anterior, é necessário recapitular a interação e 
verificar identidade da presa pelo sequenciamento do plasmídeo recuperado 
do clone diploide positivo. 

Para análise do interatoma completo, uma estratégia é a varredura cru- 
zada em todas as combinações possíveis de arranjos de conjuntos de clo- 
nes de levedura expressando iscas ou presas*™. Para isso, todas as ORF são 
individualmente clonadas em fusão com o domínio de ligação ao DNA 
(iscas) e expressas em uma linhagem de levedura de um tipo sexual. As 
ORF são também clonadas em fusão com o domínio de ativação (presas) e 
expressas em uma linhagem de levedura do tipo sexual oposto. Os diferentes 
clones são organizados em arranjos de 96 clones, e cada clone de isca e presa 
é sistematicamente cruzado seguindo-se a seleção nutricional e verificação 
da ativação de genes repórteres (Figura 26.4B). Um requerimento para esta 
abordagem é a disponibilidade do ORFeoma, isto é, o conjunto de todas as 
sequências codificadoras identificadas no genoma de interesse, sendo que 
cada ORF deve estar fusionada ao domínio de ativação (AD), para compor 
a biblioteca de presas, ou ao domínio de ligação ao DNA, para compor a 
biblioteca de iscas*º. Esta estratégia tem uma vantagem óbvia: a possibili- 
dade da eliminação prévia de clones de iscas ou presas que exibam ativação 
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Figura 26.4 Andlise do interactoma completo. Varredura de arranjos ordenados de conjuntos de clones de levedura expressando 
diferentes presas. No esquema mostrado em A, uma ORF que será utilizada como isca é individualmente clonado em fusão ao DBD e 
expressa em uma linhagem de levedura de um tipo sexual. Esta linhagem é utilizada na varredura de linhagens de levedura do tipo 
sexual oposto, organizados em arranjos de 96 clones (biblioteca de presas), cada uma expressando uma presa fusionada ao AD. Após o 
cruzamento, segue-se a seleção nutricional e verificação da ativação de genes repórteres como lacZ e HIS3. À varredura pode ser repetida 
individualmente para as iscas de interesse. No esquema mostrado em B, arranjos ordenados de linhagens expressando iscas fusionadas 
ao DBD (biblioteca de iscas) é cruzado com a biblioteca de presas, em todas as possibilidades possíveis. O resultado de cada cruzamento 
é transferido para placas de 96 poços para seleção nutricional dos diploides e verificação da ativação dos genes repórteres. À varredura 
em grande escala pode ser totalmente automatizada. 


independente de interação. Utilizando esta abordagem, milhares de intera- 
ções foram identificadas para mais de 70% do proteoma da levedura*!!, 
Uma crítica frequente ao sistema Y2H, em particular para ensaios reali- 
zados em grande escala, é a detecção de um aparente alto número de falsas 
interações ou de interações não plausíveis biologicamente, ou ainda a não 
detecção de interações verdadeiras”. A detecção de falsos positivos pode ser 
minimizada com a utilização de pelo menos três genes repórteres para evi- 
denciar uma interação. Por outro lado, uma forma de aumentar a cobertura 
das interações nas triagens é a utilização simultânea de variantes de vetores 
plasmidiais do sistema Y2H, com ori CEN ou 2 p (respectivamente, menor 
ou maior número de cópias) que permitem fusões amino ou carboxiterminais 
das iscas e presas com DBD ou AD. Em um estudo recente, 92 interações 
foram avaliadas em 10 configurações diferentes quanto ao tipo de vetor 
e orientação da fusão, e foi verificado que cada variante do sistema Y2H 
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detectou um subconjunto de interações. Nenhuma das 92 interações foi 
detectada pelas 10 configurações, e 14 foram detectadas apenas por uma. 
Dessa forma, sugere-se que projetos para avaliar interactomas incorporem 
múltiplas configurações do sistema Y2H para que um maior número de 
interações seja revelado”. 


26.2.3 Limitações do método Y2H 


O sistema 2YH tem algumas limitações, sendo a principal delas a detec- 
ção de um alto número de interações falsas (falsos positivos). Outras limi- 
tações incluem a “não detecção” de todas as interações verdadeiras (falsos 
negativos) e o fato da metodologia ser pouco informativa quanto à cinética 
e à dinâmica da interação proteína-proteína” *. Estas limitações têm sido 
minimizadas com o aprimoramento da tecnologia nos últimos 25 anos, con- 
solidando o sistema Y2H com a metodologia de escolha para análise de PPI. 
À Tabela 26.2 resume os principais problemas e as soluções que podem ser 
aplicadas para contornar limitações do sistema Y2H. 


Tabela 26.2 Principais limitações do Y2H e soluções possíveis 





LIMITAÇÃO POSSÍVEL SOLUÇÃO 
Proteína isca é tóxica para levedura Testar um fragmento menor da proteína 
Proteína isca ativa os genes repórteres independentemente Testar um domínio separado fragmento menor da 
da ativação (ativação independente de interação) proteína ou usar o sistema duplo-híbrido alternativo 
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A proteína isca é uma proteína integral de 


=e a Usar uma variação do sistema Y2H como split-ubiquitin 
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À interação requer um terceiro parceiro s 7 , Ete 
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Suspeita de clones falsos positivos Ensaios confirmativos da interação 





Falta de clones: suspeita de falso negativo Mudar a biblioteca de cDNA usada 
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LIMITACAO POSSIVEL SOLUCAO 


Cepa repórter de levedura mostra 


*vrzamnite” do: gone:ropbriar HIS Usar 3-AT para inibição da expressão background 





Aumentar o número de clones triados ou usar múltiplas 
Poucos clones bibliotecas /configurações de iscas/coexpressar fator 
atuando em “trans” (ex.: uma quinase, adaptador etc.) 





Sistema não é contexto-dependente (proteínas que 
não são expressas no mesmo compartimento / Ensaios confirmatórios da possível interação 
tecido/tempo que interagem) 





Os falsos positivos podem ser divididos em técnicos e biológicos. Os 
técnicos refletem problemas que resultam na indução dos genes repórteres na 
ausência de interação. Este artefato (ativação independente de interação), 
na maior parte das vezes, deve-se a proteínas que apresentam capacidade 
intrínseca de ativar a transcrição independentemente da interação com outra 
proteínas fusionada ao AD ou ainda, iscas que interagem com muitas presas 
de modo não específico. Entre as possíveis soluções para este problema, está 
a remoção do domínio da isca responsável pela ativação independente de 
interação ou pela interação inespecífica. Uma solução bastante utilizada é 
aumentar a concentração de 3-AT se o gene repórter utilizado for HIS3, de 
tal maneira que somente células expressando altos níveis da proteína His3 
sejam capazes de sobreviver na ausência de histidina. 

Outra estratégia para contornar o artefato da “ativação independente de 
interação” é fusionar a isca ao AD e conduzir a triagem em bibliotecas nas 
quais as presas são fusionadas ao DBD. Alternativamente, existe a possibili- 
dade de se utilizar sistemas Y2H que utilizam promotores reconhecidos pela 
RNA polimerase III para o controle dos genes repórteres cuja maquinaria 
pode eventualmente não ser alvo da ativação independente de interação de 
certas iscas. 

Para a triagem de proteínas que interagem com ativadores transcricio- 
nais como c-Myc*, os quais podem ativar a expressão do repórter inde- 
pendente de interação, há a opção de se utilizar o ensaio do transativador 
reprimido (do inglés repressed transactivator assay — RTA), que utiliza o 
gene reporter URA3 e fusões da isca com DBD de GAL4 e da presa com 
um dominio do repressor transcricional TUP1°°. Se a interação ocorrer, a 
expressão de URA3 é bloqueada e as colônias positivas podem ser seleciona- 
das pela sobrevivência em meio contendo 5-FOA. Se não houver interação, 
ocorre expressão de URA3 e letalidade celular na presença de 5-FOA, Este 
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composto é convertido em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato, que é um ini- 
bidor competitivo da timidilato sintase e que causa bloqueio da síntese de 
DNA. 

Fatores tais como variações no número de cópias dos plasmídeos ou 
mutações espontâneas nos promotores dos genes repórteres podem contri- 
buir para detecção de falsos positivos. Um detalhe importante para a realiza- 
ção dos ensaios de Y2H é o cuidado na preparação dos meios para o cultivo 
e seleção dos clones de levedura, pois contaminação residual de quaisquer 
dos compostos utilizados como marcadores auxotróficos (leucina, tripto- 
fano, histidina, adenina, uracila etc.) pode resultar na seleção de clones não 
prototróficos para estes compostos (falsos positivos). 

Os falsos positivos biológicos correspondem às interações que ocorrem 
no contexto do sistema Y2H, mas que não são plausíveis no contexto celular 
original. Por exemplo, proteínas expressas em compartimentos subcelula- 
res distintos, ou em condições fisiológicas diferentes, podem eventualmente 
interagir quando coexpressas no núcleo da levedura. 

Algumas características das iscas e presas podem explicar a não detec- 
ção de interações biologicamente relevantes. Por exemplo, proteínas que 
não assumem sua estrutura tridimensional correta, geralmente proteínas de 
membrana e proteínas extracelulares, que, apesar de “ganharem” um sinal 
de localização nuclear quando fusionadas ao DBD ou AD, nem sempre são 
transportadas para o núcleo, ou que são tóxicas quando expressas na leve- 
dura, são fontes de falsos negativos. Uma alternativa para contornar esses 
falsos negativos é realizar a expressão de domínios ou versões truncadas 
destas proteínas. Outra possibilidade é utilizar sistemas que detectam inte- 
rações citoplasmáticas como o ensaio de complementação de fragmentos de 
proteínas (PCA). 

Se a interação envolver a região aminoterminal da proteína, existe a pos- 
sibilidade de que a fusão com o DBD ou AD seja um complicador. Nesse 
caso, uma alternativa é testar fusões carboxiterminais ou inverter a fusão, 
isto é, obter a isca fusionada ao AD e presa fusionada ao DBD. 

Outra fonte relevante de falsos negativos são interações dependentes de 
modificações pós-tradução, que ou não ocorrem na levedura (por exemplo, 
fosforilação em resíduos de tirosina), ou não são estáveis no núcleo da leve- 
dura. A detecção de interações que envolvem ligantes exógenos também está 
incluída dentre as limitações do sistema Y2H convencional. 

Ciente dos artefatos do sistema Y2H, particularmente aqueles geradores 
de falsos positivos, é fundamental avaliar cuidadosamente cada interação 
observada e utilizar metodologias alternativas para validá-la. 
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A ocorréncia de falsos positivos ou falsos negativos em ensaios de Y2H 
pode explicar a significativa ausência de superposição entre PPI detectadas 
em estudos distintos para um mesmo organismo. Dessa forma, é impor- 
tante ressaltar que as interações identificadas através do sistema Y2H são 
referidas como interações potenciais, e a sua confirmação exige metodolo- 
gias complementares. Vale observar que interações evolutivamente conser- 
vadas entre espécies também são mais prováveis de serem biologicamente 
relevantes. Assim, a integração de potenciais PPI reveladas experimental- 
mente (através de Y2H ou de outras metodologias) e ou preditas computa- 
cionalmente em bases de dados públicas é fundamental para refinar mapas 
de interação 5357. 


26.2.4 Vantagens do sistema Y2H 


Sensibilidade, seletividade, flexibilidade e excelente relação custo-benefi- 
cio estão entre as vantagens do sistema Y2H. A alta sensibilidade do sistema 
Y2H para detecção de PPI deve-se a uma combinação de fatores que incluem 
a abundante expressão das proteínas híbridas graças à expressão dirigida 
por promotores fortes em vetores com alto número de cópias. Além disso, 
a detecção do repórter é amplificada pela tradução de muitas moléculas de 
enzimas estáveis por mRNA que é transcrito. Soma-se a isto o fato de que os 
fenótipos resultantes do sucesso da interação são também muito sensíveis. 

De modo geral, o ensaio Y2H detecta interações com constantes de afi- 
nidade da ordem de aproximadamente 10 pM. Ademais, a estabilidade do 
complexo entre as proteínas híbridas é aumentada pela interação do AD 
com proteínas do complexo de iniciação da transcrição, que também estão 
associadas ao promotor. Por outro lado, métodos de coimunoprecipitação 
exigem interações com afinidades bem mais altas, uma vez que os complexos 
devem resistir aos vários passos de lavagens da metodologia. 

A grande flexibilidade do sistema Y2H permite a detecção de interações 
entre proteínas derivadas de quaisquer organismos, desde que se disponha 
de suas respectivas sequências codificadoras. A ressalva que deve ser feita 
é que, neste caso, a potencial interação será avaliada fora do seu contexto 
biológico, pois não está sendo analisada no organismo de origem, e sim na 
levedura. Não existe um tamanho mínimo ou máximo para uma proteína 
ser testada, o que permite uma detalhada investigação dos domínios envol- 
vidos na interação com seus parceiros. Além disso, variações do sistema 
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Y2H permitem analisar interações também no citoplasma, além do método 
convencional que detecta interações no compartimento nuclear da levedura. 

A implementação do sistema Y2H exige apenas equipamentos comuns 
de um laboratório de biologia molecular, treinamento em procedimentos 
convencionais de microbiologia e habilidade para realização de clonagens 
de DNA. Outrossim, é um método que pode ser também automatizado para 
estudos em grande escala. 


26.2.5 Variações do sistema Y2H clássico 


Algumas das limitações do Y2H já discutidas motivaram o desenvolvi- 
mento de tecnologias alternativas aplicáveis não só para o estudo de PPI, mas 
também para detecção de inibidores de interação proteína-proteína e para 
análise da associação entre proteínas e RNA, DNA ou pequenas moléculas. 

Entre as tecnologias variantes do Y2H clássico, está o sistema duplo-hi- 
brido reverso (Figura 26.5) que tem sido utilizado na triagem de inibidores 
de interação proteína-proteína em uma biblioteca de pequenas moléculas. 
A adição de uma substância (por exemplo, um peptídeo ou uma molécula 
pequena) que iniba a interação entre duas proteínas-alvo (devidamente fusio- 
nadas a DBD e AD) previne a expressão do gene tóxico (URA3), e a linha- 
gem cresce em meio contendo 5-FOA. Por outro lado, se a substância adi- 
cionada não inibir a interação, a expressão de URA3 é ativada e as colônias 
não sobrevivem no meio seletivo. Esta abordagem tem sido uma estratégia 
valiosa na caracterização de PPI terapeuticamente relevantes e abre novos 
caminhos para a busca de moléculas que bloqueiem essas interagdes***. 

Como já mencionado, uma limitação relevante do sistema Y2H conven- 
cional é a análise de potenciais interações de proteínas de membrana ou 
secretadas. Uma série de variações do sistema de Y2H foi desenvolvida e está 
disponível para o estudo dessas classes de proteínas que, via de regra, não 
são adequadamente expressas no núcleo da levedura. Alguns destes méto- 
dos mantêm a expressão da isca associada à membrana e possibilitam a 
expressão da presa fusionada a uma proteína que é membro de uma cascata 
de sinalização celular (por exemplo, proteínas Sos, Ras, Gy). Na presença 
da interação, a presa é recrutada para o contexto celular adequado (por 
exemplo, membrana plasmática) resultando na ativação da via de sinali- 
zação de que participa a proteína à qual está fusionada”. Para o estudo de 
interação de proteínas secretadas também foram desenvolvidos variantes do 
Y2H que possibilitam a expressão de tais proteínas ancoradas na membrana 
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Figura 26.5 Sistema duplo-hibrido reverso utilizado na triagem de inibidores de interação proteína-proteína. A adição de uma substância 
(por exemplo, um peptídeo ou uma molécula pequena) que iniba a interação entre duas proteínas-alvo (devidamente fusionadas a DBD 
e AD) previne a expressão do gene tóxico (URAS), e a linhagem cresce em meio contendo 5"-FOA. Por outro lado, se a substância 
adicionada não inibir a interação, a expressão de URAS é ativada e as colônias não sobrevivem no meio seletivo. 


do retículo endoplasmático®? ou do complexo de Golgi® fusionadas às pro- 
teínas encontradas nestes compartimentos. Para o estudo de interações de 
proteínas extracelulares foram desenvolvidas tecnologias de duplo-híbrido 
na superfície de leveduras (YS2H, do inglês yeast surface two-hybrid). Um 
exemplo é o método em que a isca é expressa fusionada tanto a uma pro- 
teína secretada que permanece associada à membrana como ao fragmento 
de GFP, enquanto a presa é fusionada ao fragmento complementar de GFP. 
A interação entre isca e presa na superfície da levedura reconstitui a GFP, e 
a fluorescência pode ser detectada". 

O sistema Y2H tem sido adaptado para triagem de interações entre 
pares de proteínas que envolvem um terceiro componente que pode ser uma 
pequena molécula, um RNA ou uma terceira proteína que fará a ponte entre 
a isca e a presa, estabelecendo um complexo ternário”. Esta variação é deno- 
minada sistema triplo-híbrido em levedura (Y3H). Entre várias aplicações, 
o Y3H é uma abordagem promissora para a caracterização de drogas, apre- 
sentando potencial para revelar novos alvos terapêuticos“. Neste tipo de 
ensaio, a isca é uma proteína capaz de ligar um composto de interesse, o 
qual é fornecido para as células da levedura. Se uma presa fusionada ao AD, 
expressa a partir de uma biblioteca de genes, interagir com a molécula do 
composto de interesse, o gene repórter é ativado. 

Os conceitos que embasam o Y2H também são aplicados ao sistema do 
híbrido único (Y1H). Nesta abordagem sequências de DNA regulatórias 
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atuantes em cis são utilizadas para identificar proteínas que ligam tais 
sequências especificamente, iniciando a transcrição do gene repórter. Tais 
proteínas são triadas em uma biblioteca plasmidial codificando proteínas 
fusionadas ao AD. O Y1H é extremamente popular e há diversos exemplos 
de sua aplicação na identificação de interações DNA-proteína*. 

Há também os ensaios de complementação de fragmentos proteicos (PCA) 
em levedura”. Diferentemente do Y2H, nestes ensaios a interação entre pro- 
teínas pode ocorrer em outros compartimentos celulares além do núcleo. 
Além disso, as tecnologias baseadas em PCA podem ser facilmente transfe- 
ridas para outros organismos, ao contrário do Y2H, desenvolvido para ser 
realizado apenas em leveduras. Como exemplo de PCA citamos o sistema 
Split-ubiquitin, desenvolvido como um sistema sensor de interações pro- 
teína-proteína**. A ubiquitina pode ser separada em duas metades estáveis, 
amino e carboxiterminal, denominadas, respectivamente, N,, e C,,. Quando 
fusionadas a duas proteínas que interagem, estas metades são aproximadas, 
reconstituindo a molécula de ubitiquina, a qual pode ser reconhecida por 
enzimas citossólicas que removem a ubiquitina de proteínas. Quando uma 
proteína integral de membrana (isca) é expressa em fusão com C | ligada 
a um fator de transcrição, este fator é retido no citoplasma. Entretanto, 
quando ocorre a interação da isca com uma presa fusionada a N „ a ubiti- 
quina é reconstituída e o fator de transcrição é clivado e então direcionado 
para o núcleo, onde promove ativação da transcrição de um gene repórter. 
Utilizando este sistema, foram detectadas centenas de interações de 536 pro- 
teínas integrais de membrana de S. cerevisae®. 

Em um sistema Split-ubiquitin alternativo, a proteína repórter da intera- 
ção entre duas proteínas fusionadas a N „e C „é URA3. Nesse caso, URA3 
tem seu aminoácido terminal alterado para arginina e está fusionada a outra 
extremidade de C „ A interação entre isca e presa, reconstitui a ubiquitina, 
recrutando a protease que promove a desubiquitinação de URA3, que irá 
exibir arginina como aminoterminal, um aminoácido que tende a promover 
a degradação da proteína. A enzima livre é então degradada, e o fenótipo 
das leveduras é convertido a um fenótipo dependente de uracila para o cres- 
cimento, porém resistente a 5-FOA**. 

Finalmente, é importante ressaltar que existem variações do sistema 
duplo-híbrido desenvolvidas para outros organismos tais como bactérias e 
células de mamíferos”. Para células de mamíferos, o mais simples consiste 
na interação de proteínas fusionadas ao DBD de Gal4 e à proteína VP16 
do vírus da herpes simplex (um transativador transcricional em células de 
mamíferos), resultando na ativação transcricional de um gene repórter, por 
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exemplo, o gene codificador da luciferase, ou um gene codificador de uma 
proteína fluorescente®’. Outros métodos sao baseados no conceito da com- 
plementação proteica, em que proteína fluorescente é dividida em dois domi- 
nios, e quando uma PPI ocorre entre proteínas fusionadas a cada um destes 
domínios, a atividade da proteína repórter é reconstituída (por exemplo, 
emissão de fluorescência). Células exibindo fluorescência podem ser então 
separadas utilizando Facs*”. Apesar do desenvolvimento espetacular nos últi- 
mos anos, estas metodologias ainda não superam a versatilidade do sistema 
Y2H. No entanto, o sistema duplo-híbrido em células de mamíferos é muito 
útil para validação de interações de proteínas identificadas no Y2H por ofe- 
recer o contexto celular apropriado para proteínas de mamíferos. 


26.2.6 Passo a passo do sistema Y2H 


Ao planejar um ensaio no sistema Y2H, vale a pena considerar as eta- 
pas propostas no fluxograma apresentado na Figura 26.6. Se a intenção é 
utilizar esta metodologia para avaliar a interação entre duas proteínas de 
interesse, é importante definir se as proteínas que serão utilizadas como 
isca e presa consistirão de sua sequência completa ou de segmentos (domí- 
nios). À utilização da sequência completa pode ser vantajosa por aumentar 
a chance da detecção de interações, mas pode resultar em maior taxa de 
falsos-positivos. Por outro lado, a utilização de domínios proteicos como 
iscas tem a vantagem de revelar diretamente domínios de interação, mas 
pode ser insuficiente para detecção de interações que envolvam a proteína 
correspondente completa. 

Outra importante decisão a ser tomada é sobre as estratégias que serão 
utilizadas para clonagem da sequência codificadora da isca, incluindo carac- 
terísticas do vetor para expressão da fusão com DBD e método de clona- 
gem. Podem ser utilizados plasmídeos que se propagam em menor número 
de cópias/célula ou plasmídeos que resultam em maior número de cópias 
e, consequentemente, níveis mais elevados de expressão. Outra definição 
é sobre o promotor que controlará a expressão da fusão DBD-isca, sendo 
geralmente utilizado o promotor ADH1 ou variantes deste. Com relação à 
clonagem, pode-se optar pela clonagem convencional baseada na utilização 
de enzimas de restrição ou clonagem utilizando sistemas de recombinação 
(por exemplo, sistema Gateway) para o caso de um maior número de iscas 
a serem clonadas. 
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Decisões semelhantes fazem parte da escolha da estratégia de clonagem 
e do vetor para expressão da presa fusionada ao AD. A expressão da fusão 
AD-presa está, geralmente, sob o controle do promotor ADH1, truncado ou 
íntegro para garantir, respectivamente menor ou maior nível de expressão. 
No caso da triagem de bibliotecas gênicas, há que se decidir se serão utiliza- 
das bibliotecas de cDNA de alta complexidade (preparadas de organismos 
inteiros ou resultante da combinação de diferentes tecidos ou órgãos) ou 
coleções de ORF (bibliotecas sintéticas contendo todas as ORF codificadas 
no genoma do organismo de interesse). Tais coleções de ORF clonadas no 
vetor AD estão comercialmente disponíveis apenas para alguns organismos e 
oferecem a vantagem de que um menor número de clones precisa ser triado, 
visto que as diferentes ORF estão igualmente representadas na biblioteca. 
No caso da biblioteca de cDNA, genes menos expressos serão menos repre- 
sentados, exigindo a varredura de um número bem maior de clones. 

Os protocolos de ensaios do sistema Y2H contemplam controles nega- 
tivo e positivo na tentativa de minimizar algumas das fontes de artefatos. 
Um destes é a inclusão nos ensaios de construções que expressam pares de 
proteínas que sabidamente interagem (controle positivo) para atividade dos 
genes repórteres. Outro tipo de controle muito empregado é a realização de 
ensaios-controle com uma proteína “grudenta” como isca para descartar 
interações inespecíficas das presas recuperadas. 

Artigos recentes da literatura e manuais de laboratório descrevem minu- 
ciosamente as linhagens de levedura e os vetores plasmidiais que podem 
ser utilizados, bem como os protocolos para realização de ensaios conven- 
cionais de Y2H ou varreduras completas para elucidação de interações de 
um proteoma**0.52,5368-70 Há diversas opções comerciais de kits, tais como 
Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System™ (Clontech), ProQuest™ 
Two-Hybrid System with Gateway® Technology (Life Technologies) e 
HybriZap™ (Agilent Technologies), entre outros. Além disso, é possível 
encomendar a construção de bibliotecas e a realização de varreduras utili- 
zando Y2H em empresas como a Hybrigenics Services. 

Caso o leitor deste capítulo queira aplicar esta fantástica metodologia 
em seus estudos, recomendamos a leitura das referências aqui citadas para 
definição da estratégia que melhor se aplique. Buscar o apoio de um grupo 
de pesquisa que utilize esta metodologia rotineiramente e que possa com- 
partilhar vetores e linhagens seguramente aumenta as chances de sucesso. 
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Figura 26.6 Fluxograma das etapas envolvidas na varredura de uma biblioteca de presas com uma isca. Vetores plasmidiais e linhagens 
de leveduras adequados para Y2H além de bibliotecas de presas já prontas e/ou kits para construção de bibliotecas de presas estão 
comercialmente disponíveis em variadas configurações. 
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26.3 MÉTODOS DE CONFIRMAÇÃO DAS INTERAÇÕES 
IDENTIFICADAS NO SISTEMA DUPLO-HÍBRIDO 


O sistema de duplo-híbrido pode ser visto como um método de triagem 
inicial para identificar PPI. Ensaios confirmatórios são essenciais para vali- 
dar as interações proteicas detectadas, caracterizar domínios envolvidos na 
interação e entender seus desdobramentos funcionais. Os métodos classica- 
mente utilizados para confirmação das interações incluem: 

e Expressão das proteínas isca e presa em sistema heterólogo (por 
exemplo, em E. coli) para realização de ensaios de coprecipitação 
(pull-down) a partir de extratos proteicos e/ou teste de interação in 
vitro seguido de copurificação do complexo. Os plasmídeos isolados 
no sistema Y2H podem servir como moldes para obtenção das sequên- 
cias codificadoras das presas, as quais podem representar sequências 
completas ou domínios específicos. As sequências de interesse são sub- 
clonadas em vetores para expressão no sistema heterólogo fusionadas 
a marcadores (tags), tais como seis resíduos de histidina (6x HisTag) 
ou polipeptídeo glutationa S-transferase (GST) para facilitar a copre- 
cipitação e/ou copurificação pela ligação a resinas de afinidade. À 
detecção das proteínas coprecipitadas ou copurificadas é realizada 
por Western blot com anticorpos específicos para os marcadores, de 
maneira análoga aos estudos em que foi investigado o interactoma das 
proteínas quinases humanas NEK1 e NEK67!?2, 

e Excepcionalmente, a confirmação pode ser realizada utilizando-se o 
próprio sistema de duplo-híbrido. Esta abordagem tem sido aplicada 
no caso de famílias de proteínas isca e/ou presa que conhecidamente 
interagem ou que formam heterodímeros ou multímeros. A realização 
de ensaios de Y2H com os membros de uma família de proteínas como 
isca ou como presa pode trazer informações sobre a especificidade 
das interações. Um exemplo desta abordagem é a triagem de intera- 
ções que foi realizada para onze septinas, proteínas humanas que se 
associam como hexâmeros formando hetero-filamentos. As septinas 
humanas podem ser agrupadas em quatro famílias, e o hexâmero sem- 
pre tem um arranjo característico de modo a incluir representantes 
destas famílias. Independente da configuração isca-presa, as triagens 
com as septinas humanas sempre pescam as septinas esperadas pela 
regra do arranjo no hexâmero”. 
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e Confirmação in vivo da interação através de ensaios de coimunopre- 
cipitação de proteínas endógenas e/ou de proteínas de fusão recombi- 
nantes expressas ectopicamente em células humanas”*”. 

e Demonstração da colocalização subcelular das proteínas interatoras 
através de técnicas de microscopia”. 

e Realização de ensaios biológicos que confirmem a importância da 
interação para funções preditas. Para exemplificar esta abordagem 
confirmatória, citamos o estudo que demonstrou a interação de uma 
proteína chamada Ki-1/57 com proteínas relacionadas ao splicing de 
pré-mRNA e confirmou seu envolvimento neste processo celular atra- 
vés de ensaios de splicing in vivo”. Outro exemplo é o estudo que 
confirmou a já mencionada proteína Nop17 como um componente 
estrutural e funcional do exossomo de leveduras”. 


26.4 APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS 


A identificação de interações proteína-proteína envolvidas em processos 
fisiopatológicos abre caminho para exploração do enorme, e ainda pouco 
conhecido, potencial dessas interações como alvos terapêuticos. Porém, a 
triagem rotineira de compostos com ação farmacológica geralmente não 
identifica moléculas que atuem nas interfaces de contato de complexos pro- 
teicos, visto que a busca focaliza inibidores enzimáticos ou ligantes de recep- 
tores proteicos?. Por outro lado, é crescente o número de exemplos de 
sucesso de compostos farmacológicos cujo alvo é a interface de interação 
entre proteínas?!””. Dois compostos que inibem interações proteicas já se 
encontram em ensaios clínicos: ABT-263, um inibidor da interação entre 
proteínas da família Bcl-2 e Nutlin-3, um inibidor da interação entre p53 e 
MDM?2, ambos drogas promissoras contra alguns tipos de câncer”. Abor- 
dagens que incluem desenho racional de drogas, predições computacionais 
e ensaios bioquímicos variados estão sendo utilizadas na identificação de 
inibidores de PPI. 

Neste cenário, o sistema Y2H, em particular algumas de suas variantes 
metodológicas, emerge não só como uma estratégia promissora para iden- 
tificação e validação de PPI como alvos terapêuticos, mas também como 
método para triagem de pequenas moléculas que inibam PPI”. Ensaios uti- 
lizando o sistema duplo híbrido reverso (Figura 26.5) possibilitam a tria- 
gem de pequenas moléculas que interfiram na interação entre duas proteí- 
nas parceiras. Tais ensaios requerem, contudo, controles rigorosos, pois as 
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bibliotecas de pequenas moléculas podem conter substâncias tóxicas para a 
levedura. 

Além do potencial para a descoberta de compostos que inibam PPI, o 
sistema Y2H pode ser também empregado na triagem de compostos que 
promovam interações entre proteínas“. Neste caso, como já mencionamos, 
o sistema recebe a denominação Y3H. 

Em resumo, o potencial de aplicações biotecnológicas do sistema Y2H é 
surpreendente, principalmente por oferecer vantagens em relação a ensaios 
de interação proteína-proteína in vitro, entre as quais estão o fato de dis- 
pensar grandes quantidades de proteínas purificadas e a possibilidade de 
identificar pequenas moléculas que atravessam a membrana para modular 
a PPI alvo. 


26.5 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 


O sistema Y2H é uma metodologia que oferece uma marcante contribui- 
ção à proposição de redes ou mapas de interação proteína-proteína. Após 
25 anos de seu desenvolvimento, são mais de 130 mil PPI desvendadas em 
diferentes organismos com a utilização dessa metodologia, correspondendo 
a aproximadamente 60% do total de PPI identificadas. O Y2H continua 
sendo constantemente aprimorado, em particular para aumentar sua preci- 
são e desempenho, sendo que a utilização do sistema Y2H acoplado a meto- 
dologias ortogonais para desvendar redes de interação proteína-proteína ou 
interactomas completos é uma forte tendência nas ciências biológicas. A 
expectativa é que a integração destes dados aumente significativamente o 
conhecimento dos mecanismos fisiológicos e patológicos e possibilite a iden- 
tificação de PPI como novos alvos terapêuticos e de diagnóstico. Também 
extremamente promissoras são as possibilidades de utilização de metodolo- 
gias derivadas do sistema Y2H na triagem de moléculas que interferem em 
interações proteína-proteína, as quais podem já ter sido, ou não, propostas 
como alvos terapêuticos em patologias humanas. 
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27.1 INTRODUCAO 


Ao estudar um sistema, qualquer que seja ele, começamos por desvendar os 
aspectos que nos saltam aos olhos para aprofundar nas minúcias escondidas do 
universo diminuto dos “mícrons”. Gregor Mendel chegou, em 1865, à teoria 
da hereditariedade ao observar ervilhas e suas características fenotípicas visí- 
veis ao olho nu. Ou seja, sem poder enxergar a estrutura responsável pela here- 
ditariedade (cromossomos), Mendel trabalhou com o que podia “enxergar” — 
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as ervilhas. Menos de duas décadas depois, em 1882, Walther Flemming, atra- 
vés de técnicas de coloração, foi capaz de visualizar a estrutura à qual Mendel 
se referia e que jamais viu — os cromossomos. Passado mais de um século, gra- 
ças a uma imagem feita a partir da difração de raios-X pela célebre Rosalind 
Franklin, foi que Watson e Crick conseguiram formular a estrutura de dupla 
hélice do ácido desoxirribonucleico (DNA). Partimos quase sempre do natu- 
ralmente visível para o naturalmente invisível, e é graças à capacidade de se 
conseguir reproduzir ou expor as estruturas biológicas que a biologia celular 
conseguiu evoluir ao ponto de podermos descrever de quais estruturas uma 
célula é composta ou de quais células um órgão é formado, e mais, como essas 
estruturas e entidades biológicas relacionam-se fisicamente entre si. 

Quanto mais aprofundamos o estudo de um sistema, menor fica a escala, 
mais sensível se torna o sistema às intervenções e manipulações e maior é a 
dificuldade de se obter riqueza de detalhes, ou mesmo de observar estruturas 
e suas delimitações. 

Um marco da histologia e na neuroanatomia foi o reverenciado traba- 
lho de Santiago Ramón y Cajal (1852-1934) que, através de coloração de 
nitrato de prata, impregnou alguns neurônios em sua totalidade, revelando, 
assim, elementos celulares do circuito neuronal. Cajal usou uma técnica de 
coloração histológica desenvolvida por seu contemporâneo Camillo Golgi. 
Golgi, por sua vez, descobriu que conseguia escurecer algumas células cere- 
brais tratando o tecido do cérebro com uma solução de nitrato de prata. Isto 
permitiu que resolvesse em detalhe a estrutura dos neurônios individuais e 
levou-o a concluir que o tecido nervoso era um retículo contínuo (ou teia) 
de células interligadas, como aquelas que constituem o sistema circulatório. 
Usando o método de Golgi, Ramón y Cajal chegou a uma conclusão muito 
diferente. Postulou que o sistema nervoso é composto por bilhões de neurô- 
nios distintos e que estas células encontram-se polarizadas. Cajal sugeriu 
que os neurônios, em vez de formarem uma teia contínua, comunicam-se 
entre si através de ligações especializadas chamadas sinapses. 

Esta hipótese transformou-se na base da "doutrina do neurônio", que 
indica que a unidade individual do sistema nervoso é o neurônio. A micros- 
copia eletrônica mostrou anos mais tarde que uma membrana plasmática 
envolve completamente cada neurônio, reforçando a teoria de Cajal, e 
enfraquecendo a teoria reticular de Golgi. Contudo, com a descoberta das 
sinapses elétricas (junções diretas entre células nervosas), alguns autores 
argumentaram que Golgi estava ao menos parcialmente correto. Por esse 
trabalho, Ramón y Cajal e Golgi compartilharam o Nobel de Fisiologia ou 
Medicina de 1906. Ramón y Cajal propuseram também que a maneira como 
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os axônios crescem é através de um cone de crescimento nas suas extremida- 
des. Compreendeu-se que as células neuronais poderiam detectar sinais qui- 
micos e mover-se no sentido apropriado para o crescimento. Durante anos, 
a histologia foi o método mais precioso para se estudar a biologia celular, as 
interações entre células, morfologia externa e arquitetura micrométrica dos 
órgãos e tecidos para o entendimento de sistemas celulares!. 

A pesquisa básica beneficiou-se sobremaneira da possibilidade de 
se observar em tempo real, in vitro ou in vivo, interações entre células e 
expressão de proteínas de superfície usando colorações artificiais com fluo- 
róforos, quais sejam, anticorpo conjugado com corantes (dye) fluorescentes 
que podem ser visualizados em microscópio de fluorescência. Mas foi com 
a aplicação de proteínas fluorescente (proteínas de cor X, ou, em inglês, 
X-fluorescent proteins — XFP) e sua expressão heteróloga que se deu um 
salto no estudo da fisiologia e biologia celular. 

Com o recente advento da técnica de expressão combinatória de XFP, 
conhecida inicialmente por Brainbow na neurociência, os pesquisadores são 
capazes de construir mapas específicos do circuito neural e melhor investigar 
as múltiplas atividades neuronais e a consequência delas no comportamento. 
Assim, é possível obter informações sobre as interconexões entre os neurô- 
nios e suas interações subsequentes que afetam a funcionalidade do cérebro 
como um todo?». 

Mais do que isso: novas aplicações para a técnica de expressão combi- 
natória têm surgido através de modificações nas construções genéticas dos 
vetores de expressão, principalmente considerando o padrão de recombina- 
ção sítio-específica. Neste capítulo, trataremos da técnica de expressão com- 
binatória de XFP, iniciando com as primeiras abordagens para expressão e 
criação de cobaias transgênicas para as XFP até a mais inovadora técnica 
— brainbow -, analisando todos os elementos necessários para sua utiliza- 
ção, bem como sua aplicação prática na pesquisa científica e adaptações do 
brainbow original a diferentes modelos de estudo. 


27.2 A PRIMEIRA PROTEÍNA FLUORESCENTE: 
GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) 


As proteínas fluorescentes têm uma história científica que antecede os 
anos de 1960, mas foi com a edição da revista Science de 11 de fevereiro de 
1994 que foram consideradas um marco revolucionário para a ciência. A 
imagem da capa foi o trabalho de Chalfie e Tuº, que mostrava os neurônios 
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sensoriais verde-brilhantes de Caenorhabditis elegans. O grupo também 
expressou em Escherichia coli esta mesma revolucionária proteína derivada 
da água-viva — Aequorea victoria —, a proteína fluorescente verde (green 
fluorescent protein — GFP) (Figura 27.1). 

A GFP é uma proteína de 238 aminoácidos”, sendo o principal gerador do 
efeito de fluorescência o tripeptídeo Serina-Tirosina-Glicina (Ser65-Tyr66- 
Gly67). A excitação deste peptídeo em torno de 395 nm ou 475 nm provoca 
sua cliclização logo após a desidrogenação do resíduo de tirosina, emitindo 
uma fluorescência em 598 nm, aproximadamente. A partir de substituições 
dos resíduos de aminoácidos que compõem o tripeptídeo, seguidas de alte- 
rações dos resíduos que interagem com ele, foi possível gerar as primeiras 
variantes de GFP em cor (emissão) e intensidade de fluorescência*. 

O processo de alteração conformacional é promovido pela interação de 
resíduos de aminoácidos que circundam o tripeptídeo no estado neutro ou 
ionizado. Contudo, nem todos os resíduos são necessários para promover a 
fluorescência, o que torna possível diminuir o tamanho através de deleção 
para melhor incorporação e expressão dela. O provável mecanismo que ini- 
cia o processo de emissão de fluorescência é a transferência de prótons via 
ligações de hidrogênio da Ser205 para Glu222 em solução*. A possibilidade 
de promover uma expressão constante in vitro ou in vivo, de maneira está- 
vel, permanente ou induzível, permitiu ampla aplicação da proteína fluo- 
rescente. Tornou-se possível visualizar e acompanhar em tempo real alguns 
eventos celulares jamais observados”. 

Podemos citar pelo menos quatro características que fizeram a GFP espe- 
cialmente útil: 

e GFP é uma proteína, sendo então possível a célula produzí-la pela 
introdução de um cassete de DNA complementar (cDNA) a fim de 
que este seja utilizado pela maquinaria da própria célula para sua 
leitura e transcrição. Isto pode ser feito de maneira a tornar-se, além 
de estável, hereditário; 

e O cromóforo de GFP é derivado inteiramente a partir da cadeia de 
polipeptídeo (por ciclização e oxidação espontânea), portanto, não há 
necessidade de cofatores exógenos ou substratos para induzir a fluo- 
rescência nas células que expressam GFP, evitando, assim, flutuações 
nos níveis de expressão; 

e A GFP pode ser expressa em fusão com outras proteínas ou com 
sequência de peptídeos-sinal para expressão em compartimentos espe- 
cíficos da célula, sem que isso cause perda da fluorescência; 
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e Através de engenharia genética, a GFP pode receber mutações para 
obtenção de variantes com alteração das propriedades espectrais e 
maior eficiência de tradução, estabilidade térmica e rendimento 
quântico; 
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Figura 27.1 Estrutura monomérica da proteina fluorescente verde de Aequorea victoria em (A), visão lateral, e em (B), visão inferior 
do barril-B que forma a estrutura (PDB ID 1GFL). Em (C), a sequência de 238 aminoácidos que compõem a proteína, com destaque 
para o tripeptídeo Seró 5-Tyr66-Gly67, no centro da estrutura. Quando excitado, ocorre uma ciclização deste peptídeo que pode absorver 
energia e emitir parte desta na forma de fluorescência, típica dessa proteina”. 


e Propriedade de não ser citotóxica. 


Uma miríade de trabalhos foi feita usando a GFP como proteína repórter, 
ou seja, tendo a sequência dela seguida pela de uma proteína de interesse 
para que a fluorescência de uma indique a expressão da outra. Em meados 
da década de 1990, trabalhos usando camundongos transgênicos expres- 
sando GFP constitutivamente abriram as portas para o uso dessa ferramenta 
no estudo in vivo. À tecnologia das proteínas fluorescentes chegou aos anos 


nm 
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2000 trazendo mais uma abordagem que fez dela uma ferramenta indis- 
pensável para o estudo de biologia e fisiologia celulares: a possibilidade de 
expressar várias proteínas fluorescentes em um mesmo órgão e ao mesmo 
tempo. Animais transgênicos são produzidos por meio da metodologia de 
Cre-Lox para expressão combinatória de proteínas fluorescentes, expres- 
sando um mosaico de cores em órgãos específicos e possibilitando, assim, o 
estudo de interações celulares como nunca antes se imaginou possível. 


27.2.1 A diversidade de proteinas fluorescentes - XFP 


Variantes da proteína GFP foram produzidas ou descobertas por diversos 
estudos, sendo o principal o realizado por Tsien”, que valeu a seu grupo o prê- 
mio Nobel de Química de 2008. Hoje é possível encontrar diversos trabalhos 
que empregam proteínas fluorescentes de diversos espectros, como vermelho 
(red fluorescent protein — RFP), ciano (cyan fluorescent protein — CFP), 
amarelo (yellow fluorescent protein — YFP), laranja (orange fluorescent 
protein — OFP)!!!2. Em outro capítulo desta coleção apresentamos a diver- 
sidade e uso das várias proteínas fluorescentes disponíveis comercialmente. 


27.3 A PRODUÇÃO DE UM ANIMAL FLUORESCENTE 


O primeiro camundongo GFP foi produzido pelo grupo de Ikawa e Komi- 
namilem 1995. Oócitos fecundados de camundongos B6C3F1, coletados do 
oviduto, foram transfectados com um plasmídeo GFP e reimplantados em 
outro camundongo. A prole transgênica apresentou frequência mendeliana 
do fenótipo GFP, que pôde ser visualizado por método histológico. Estava 
então introduzido o modelo murino GFP. Embora não tivesse sido avaliado 
o potencial citotóxico da expressão da proteína fluorescente, a simples con- 
cepção da prole, sem aparente distúrbio, dava indício da propriedade inerte 
da GFP nas células que a expressam. 

Outros trabalhos que se seguiram vieram a confirmar isso. No mesmo 
ano, Mashall e sua equipe clonaram o promotor do receptor de glutamato 
N-metil-D-aspartato (N-methyl-D-aspartate - NMDA) fundido com a GFP 
e o expressaram em uma cultura de células de rim embrionário humano 
(HEK293 - human embryonic kidney 293 cells)'*. Dois anos depois, Zhuo 
clonou também, a partir de um plasmideo, a GFP, fundindo-a com um pro- 
motor específico de uma proteína que é expressa por células da glia, a 
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phGFAP-lacZ 


phGFAP-GFP 


Figura 27.2 Substituição do gene LacZ por GFP. 0 plasmídeo phGFAP-LacZ possui o promotor do gene que codifica GFP humana e o 
gene da que codifica a B-lactamase, LacZ. O LacZ pode ser substituído pelo GFP utilizando digestão por enzimas de restrição, seguido 
de ligação por uma DNA ligase. Ao final deste processo, obtém-se o plasmídeo phGFAP-GFP que expressa GFP em células comprometidas 


com a linhagem glial. 


proteína ácida fibrilar da glia (Glial Fibrillary Acidic Protein —- GFAP)º. 
Para tanto, o gene LacZ (B-galactosidase) do plasmídeo, que serve como 
indicação de que o inserto foi inserido no plasmídeo, foi retirado para 
inserção do gene da GFAP humana (Figura 27.2). 

Camundongos transgênicos também foram obtidos pela técnica de 
microinjeção pronuclear do DNA recombinante (contendo a sequência 
promotor GFAP + GFP) diretamente em oócitos fecundados. Neste caso, o 
transgene só expressou a GFP na micróglia, uma vez que o cassete contendo 
a sequência foi incorporado em virtualmente todas ou quase todas as célu- 
las da prole, mas apenas as células da glia são responsivas para expressão 
dessa proteína, já que o promotor do gene GFAP está ativo somente nessas 
células. Nesse sentido, é possível então fazer observações por fluorescência 
célula-específica usando promotores específicos (Figura 27.2). 

O estudo de interações celulares, principalmente na neurobiologia, sem- 
pre teve o percalço da dificuldade de se observar da forma mais fidedigna 
possível, in vivo ou in vitro, a íntima relação entre estruturas celulares. E se 
fosse possível ter um animal transgênico expressando mais de uma proteína 
fluorescente? Ou que expressasse diferentes proteínas fluorescentes em tipos 
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celulares diferentes? Este tipo de abordagem traz consigo a possibilidade 
de estudar a interação de redes de células, seus prolongamentos e contatos 
célula-célula, dando início a uma nova era para o estudo da biologia celular 
e anatomia dos sistemas celulares. 


27.4 EXPRESSÃO COMBINATÓRIA DE XFP - BRAINBOW 


Algumas estruturas celulares da rede neural não são muito bem visualiza- 
das pelos métodos de coloração mais utilizados, como a injeção de corante 
e coloração de Golgi. Estas técnicas apresentam limitações, como uma capa- 
cidade limitada de corar as células com uma gama restrita de cores, o que 
trazia um volume de informação limitado no que diz respeito às estrutu- 
ras neuronais!. Assim, como alternativa para facilitar o estudo de conexões 
entre neurônios, a técnica brainbow foi desenvolvida. 

Brainbow é uma técnica de neuroimagem desenvolvida em 2007 pelo 
grupo do Prof. Dr Jeff W. Lichtman da Harvard Medical School, nos Estados 
Unidos”. A construção baseia-se em dois passos básicos: uma construção 
genética específica obtida através de recombinação sítio-específica dos genes 
de três ou quatro cores de XFP e sua clonagem em plasmídeos de expressão, 
que são, então, introduzidos em células. O resultado é a expressão aleatória 
e em diferentes proporções de XFP, subsequentemente, fazendo com que as 
células exibam uma variedade de tons fluorescentes!*. 

Foi lançando mão de variações de proteínas fluorescentes que foi possível 
obter camundongos expressando uma variedade delas (GFP, CFP, OFP, RFP 
e YFP) e sua superposição no sistema nervoso central (SNC)” (Figura 27.3). 
O promotor de Thy1 (ou CD90, Cluster of Differentiation 90) de camun- 
dongo “neurônio-específico” foi usado para dirigir a expressão específica de 
proteínas no cérebro. Os genes ligados a Thy1 são expressos em projeções 
neuronais de muitas partes do SNC, e por isso as XFPs foram clonadas 
junto ao promotor Thy1, formando o cassete contendo um único promotor 
Thy1 seguido das XFP. O processo de recombinação Cre-Lox promoveu a 
combinação à frente deste promotor, gerando um padrão de cores caracte- 
rístico. Os camundongos transgênicos foram obtidos pela mesma técnica 
de microinjeção. Surgiu, então, um animal expressando neurônios de várias 
cores, de forma aleatória. 

Para essa metodologia, o padrão de cores chega a ter a capacidade de dife- 
renciar neurônios fluorescentes individualmente com aproximadamente cem 
tons diferentes, o que permite a diferenciação clara e robusta de estruturas 
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Figura 27.3 Padrão de expressão combinatória de XFP — brainbow — proposto e desenvolvido por Livet e Weissman?. Durante o 
desenvolvimento do cérebro dos animais que tiveram sequências XFP recombinados por Cre-Lox, células comprometidas com a linhagem 
neuronal expressam diferentes XFP e diferentes intensidades de fluorescência. Neste esquema, uma representação de um estágio de 
migração e maturação de células nervosas expressando cinco XFP (Para visualizar as cores veja o material de apoio no site da Editora 
Blucher): amarela (YFP), alaranjado (OFP), ciano (CFP), vermelho (RFP) e verde (GFP). 


extremamente pequenas, como processos dendríticos e axonais. Como vários 
cassetes são integrados em um único local do genoma, e a escolha de cada 
cassete é realizada de forma independente, a expressão combinatória pode pro- 
duzir os neurônios individuais com diferentes intensidades e tipos de cores, 
proporcionando aos neurônios próximos identidades espectrais distintas!”. 
Como visto nesse caso, alguns elementos de controle epigenético podem 
influenciar na expressão do transgene, como a conformação da cromatina 
próxima ao sítio de integração, que pode afetar no reconhecimento do trans- 
gene pelos fatores de transcrição. Outra possibilidade levantada é que a 
cromatina adjacente ao sítio de inserção possa silenciar o transgene em algu- 
mas células, fenômeno conhecido como variegação por efeito de posição 
(position-effect variegation — PEV), um efeito de silenciamento estocástico 
de um gene em uma proporção de células que se esperava que expressasse 
tal gene ou uma variegação causada pela inativação de um gene em algumas 
células através da sua justaposição anormal com a heterocromatina. 
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A decisão de ativar ou silenciar um gene ocorre no início do desenvol- 
vimento. Outra suspeita é que, em função da inserção de várias cópias do 
transgene em tandem, essas são preferencialmente silenciadas por “mimeti- 
zarem” a heterocromatina. Como resultado, o transgene presente em múl- 
tiplas cópias pode ser menos eficientemente expresso que aqueles presentes 
em uma ou poucas cópias!”?, 


27.4.1 Produzindo camundongos multifluorescentes 


Vários trabalhos mostraram o feito de se produzir cobaias portando mais 
de uma proteína fluorescente em seu genoma. O método de se fazer esses 
animais diferiram com o passar dos anos. Com base nas leis mendelianas 
e com um pouco de engenharia genética, foi possível criar camundongos 
expressando neurônios de cores variadas. Podemos citar três principais téc- 
nicas usadas para tanto. 


27.4.1.1 Cruzamento entre mutantes 


Vetores de expressão portando gene de XFP, normalmente prece- 
dido de um promotor tecido-específico, são usados para transfectar um con- 
junto de células-tronco embrionárias (embryonic stem cells — ESC). Assim, 
tem-se que cada conjunto de ESC transfectadas por eletroporação, liposso- 
mos ou transdução viral terá uma ou mais cópias do gene de uma determi- 
nada proteína fluorescente. 

Os núcleos dessas ESC são retirados e inseridos em oócitos fecundados 
anucleados de camundongos e, então, estes são transplantados em outro 
camundongo para a geração de uma prole transgênica, portando o gene de 
uma XFP. As proles transgênicas podem ser cruzadas entre si para a geração 
de um híbrido. Se o progenitor tiver sido produzido a partir de ESC con- 
tendo GFP e a progenitora a partir de ESC contendo CFP, a prole consequen- 
temente portará os dois genes!”?! (Figura 27.4). 


27.4.1.2 ESC transgênicas 


Outro método de produção de animais multifluorescentes é através de 
modificações genéticas de ESC pela inserção dos cassetes com promotores e 
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Figura 27.4 Desenho esquemático de produção de camundongo transgênico expressando proteína fluorescente verde e amarela (GFP e 
YFP): ESC são retiradas, e uma sequência de XFP é inserida nestas células. Em seguida, estas são transferidas para um óocito fecundado 
anucleado e transplantado em um camundongo para geração da prole fluorescente para uma XFP. Posteriormente, as proles de duas 
linhagens fluorescentes diferentes podem ser cruzadas para a produção de uma segunda prole, desta vez bifluorescente. 


XFP (ao menos duas variantes). Por um processo de fusão dos blastocistos, 
estes são cultivados com ESC, transplantados no interior de blástulas e trans- 
feridos para um animal para dar início ao desenvolvimento embrionário”. O 
resultado esperado é a reorganização das células contendo as diferentes XFP 
no interior e na superfície da blástula. Com o decorrer do desenvolvimento, 
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Figura 27.5 Produção de quimera expressando XFP pelo método de agregação embrionária. Blastocistos são transfectados com genes 
de XFP. Os blastocistos são fundidos por eletrofusão, cultivados com as ESC-YFP e ESCGFP e transplantados para a formação do embrião. 
As células fluorescentes irão se redistribuir e formarão diferentes padrões de fluorescência em órgãos e tecidos. 


órgãos e tecidos diferenciados apresentarão um perfil fluorescente distinto ou 
até mesmo interseccionado entre XFP, típicos de uma quimera (Figura 27.5). 
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27.4.1.3 Recombinação mitótica intercromossômica 


O conhecimento sobre as bases mecanísticas de recombinação genômica 
foi incorporado a fim de se obter uma nova ferramenta para a expressão de 
proteínas fluorescentes. Pelo método de Cre-Lox é possível obter organis- 
mos que expressam genes de maneira induzida e controlada (assunto dis- 
cutido no capítulo 25 deste livro). Além disso, é possível produzir cobaias 
expressando mais de uma proteína heteróloga no seu repertório proteico. 
Através da recombinação direcionada pela enzima Cre recombinase é possí- 
vel substituir um gene por seu adjacente em uma sequência de DNA. 

Um método utilizado é a recombinação homóloga sítio-específica. Neste 
método, sítios Lox flanqueiam duas sequências parciais de XFP”, e o alelo 
que contém a continuação das sequências da XFP também é flanqueado 
pelos sítios Lox. O animal transgênico tem no seu repertório genômico o 
gene da Cre recombinase fundido a um domínio de ligação para tamoxifeno 
do receptor de estradiol (Cre/RE). Dessa maneira, a recombinase pode ser 
ativada pela administração de tamoxifeno, um agonista do receptor de estra- 
diol? (Figura 27.6). A indução também pode ser feita de outras maneiras, 
com o vetor plasmidial contendo um domínio de ligação à droga ou promo- 
tor específico seguido do gene cre aue provoque a expressão induzível da 


C Tamoio 





Figura 27.6 Ativação de Cre recombinação pelo ligação de tamoxifeno ao domínio de ligação à droga do receptor de estradiol fundido 
a Cre. Uma das maneiras de se controlar temporalmente a atividade da Cre recombinase é fundila à um domínio proteico que a ativa na 
presença de um indutor (neste exemplo, o tamoxifeno) que é administrado no momento em que se deseja a recombinação. Com a Cre 
recombinase ativa haverá recombinação de sequências flanqueadas por sítios Lox — a recombinação Cre-Lox. 


1120 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


= po 
xp 


“i 


Recombinação por Cre 


Cr 
= 






ae 


Segregação X E 
Mitose 





Figura 27.7 Recombinação mitótica intercromossômica mediada por Cre recombinase'. Duas sequências exônicas que codificam di- 
ferentes XFP são separadas por Lox, que impede a produção de uma XFP funcional. Essas sequências truncadas são inseridas em um 
óocito fertilizado e transferido para o animal. À prole, quando na presença de Cre, terá as XFP inicialmente truncadas e recombinadas e 
poderão ter quatro possibilidades fenotípicas diferentes: expressar o primeiro tipo de XFP (um dos produtos da recombinação aproximou 
éxons da mesma XFP e por isso a tornou funcional), expressar o segundo tipo de XFP, expressar as duas XFP e não expressar nenhuma 
das XFP (os produtos da recombinação permaneceram truncados). 


A Cre recombinase substitui a sequência downstream (a jusante), do 
promotor pelo seu alelo correspondente no cromossomo homólogo. Por 
crossing over, as sequências são truncadas, tornando-as completas. Ainda 
que o sítio Lox continue no meio da sequência das XFP, ocorre o splicing 
alternativo ou processamento alternativo do RNA mensageiro (mRNA), não 
interferindo na expressão da XFP (Figura 27.7). 


27.4.1.4 Expressão multivariada de 
XPF - camundongo brainbow 


Uma abordagem ainda mais inovadora é a obtenção de animais transgêni- 
cos com expressão de matizes de cores pela combinação de GFP, RFP e BFP 
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(blue fluorescent protein — cuja cor aproxima-se da CFP), tratadas como 
“XFP?. Uma boa analogia citada é o monitor de TV, que combina diferen- 
tes intensidades de três canais (vermelho, verde e azul) para formar todo o 
espectro de cores possível. Pela combinação aleatória das três proteínas em 
um mesmo animal e no mesmo tecido, as células desse tecido irão diferir 
umas das outras pelas diferentes intensidades de cores possíveis. Usando o 
sistema Cre-Lox induzível é possível fazer um tecido que contenha todos os 
elementos necessários (GFP, RFP, BFP, sequência Lox, gene Cre/ER), e pode- 
se promover a recombinação pela ativação da Cre recombinase. O resultado 
é um espectro que não só depende das possíveis combinações das três cores, 
mas também do número de cópias que a célula carrega, o que aumenta gran- 
demente o repertório de cores (Figura 27.8). 
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Figura 27.8 Expressão combinatória de XFP mediada por Cre-Lox. Um vetor de expressão contendo um promotor (quadrado preto P) 
seguido de XFP (CFP, YFP e RFP) flanqueadas por sitios Lox (pares de triângulos — tons de cinza — referem-se a diferentes sequências 
de Lox incompatíveis). As três possibilidades de cores — ciano, amarela e vermelha (CFP, YFP e RFP, respectivamente) — combinam-se 
durante o processo Cre-Lox, formando uma gama de tonalidades espectrais para cada célula'é. 
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27.4.2 LOLLIbow para Drosophila 


O estudo do desenvolvimento de um animal requer técnicas e protocolos 
que garantam a intactabilidade da estrutura estudada. Mudanças provoca- 
das pelas metodologias aplicadas em um meio celular podem eventualmente 
mascarar o perfil de desenvolvimento visto in vivo”. 

Um dos métodos de visualização mais utilizados, a imunocitoquímica, 
rotineiramente sujeita as amostras de fixação a outros tratamentos que 
podem também alterar a arquitetura celular, virtualizando uma condição de 
um organismo vivo. 

Foi pensando dessa forma que a técnica de brainbow foi expandida para 
outros organismos, como Drosophila melanogaster, espécie para a qual rece- 
beu o nome de LOLLIbow. O sistema ofereceu marcadores fluorescentes 
permanentes que revelam detalhes morfológicos de células individuais, sem 
a necessidade de fixação das amostras. Através desta adaptação de brainbow 
é possível identificar e acompanhar a maquinaria que controla as interações 
entre as células em diferentes estágios do desenvolvimento. 

O método também usa um meio não invasivo para controlar o momento 
que ocorre a recombinação genética e consequente padrão estocástico de 
três cores (vermelha, amarela e azul) utilizando um pulso de luz. Esse pulso 
de luz é capaz de ativar a Cre recombinase foto-induzivel, a Split-Cre?, no 
estágio específico do desenvolvimento do embrião de Drosophila que se 
quer estudar?"?º, 

O desenvolvimento do animal, incluindo a adaptação do desenvolvimento 
sensorial do cérebro, é finamente orquestrado entre os diversos tipos de 
células, na forma com que migram, se desenvolvem, transformam e intera- 
gem uns com outros. Dessa forma, o LOLLIbow”, no caso dos embriões 
de D. melanogaster, é considerado uma importante aplicação do brainbow, 
como o grupo de Akira Chiba da Universidade de Miami fez em cultura de 
células e células de D. melanogaster, para estudar o desenvolvimento e orga- 
nização de redes celulares complexas”. 


27.4.3 Zebrabow para Zebrafish 


Zebrabow é a versão de brainbow desenvolvida para o peixe-zebra (Danio 
rerio-conhecido por zebrafish) pelo grupo do professor Alexander F. Schier, 
da Universidade de Harvard, nos Estados Unidos*º. Eles relataram que exis- 
tem vantagens únicas no uso do brainbow em zebrafish em comparação aos 
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outros organismos-modelo. A primeira delas é que o animal é transparente 
durante o desenvolvimento inicial. Quando um grande número de células é 
marcado, a identificação de células individuais muitas vezes se torna difícil. 
No sistema nervoso, em especial, a sobreposição de axônios e dendritos não 
pode ser resolvida com a microscopia de fluorescência convencional, difi- 
cultando o rastreamento da conectividade precisa de neurônios individuais. 
Células fluorescentes de embriões e larvas de zebrafish podem ser visuali- 
zadas diretamente usando até mesmo microscopia óptica, o que contorna 
o problema de identificação de estruturas pequenas e viabiliza utilizar este 
animal como modelo de desenvolvimento neuronal”. 

Em segundo lugar, a geração de peixes transgênicos zebrabow por injeção 
de DNA é eficiente temporalmente, uma vez que os embriões submetidos à 
técnica começam imediatamente a expressar um mosaico de cores. Assim, 
os recombinantes podem ser analisados usando o zebrabow sem a necessi- 
dade de várias gerações de reprodução”. Para a indução da recombinação, 
é utilizado um animal transgênico que expressa a Cre recombinase sob con- 
trole do promotor Hsp (do inglês, heat shock protein, proteína de choque 
térmico), produzindo três tonalidades de fluorescência: amarela, vermelha e 
azul (devido a YFP, RFP e CFP, respectivamente). 

O zebrafish tem uma vantagem adicional para sua utilização com 
brainbow: o número reduzido de neurônios comparado a camundongos, 
animais para os quais a técnica foi originalmente proposta. Em linhas gerais, 
isto facilita a observação de interconexões neurais em diferentes regiões do 
cérebro e do corpo do animalº?2, 


27.5 EXEMPLO DE PROTOCOLO DE PRODUÇÃO 
DE ORGANISMO MULTIFLUORESCENTES POR 
RECOMBINAÇÃO ESTOCASTICA - ZEBRABOW 


Os plasmídeos brainbow propostos por Livet e Weissman’ podem ser 
utilizados para diversos organismos com pequenas alterações na sequência 
— principalmente de promotor do cassete de expressão — modificações na 
metodologia de ativação da Cre recombinase. No exemplo de protocolo a 
seguir, baseado em Mahou e Zimmerley?, foi utilizado um dos plasmídeos 
brainbow com alteração do promotor Thy para um promotor específico 
para zebrafish e inclusão de sequências up e downstream para que houvesse 
recombinação homóloga por transposição para o genoma do peixe do cas- 
sete de XFP. 
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27.5.1 Crescimento de Zebrafish 


A linhagem de zebrafish TL/AB deve ser mantida em condições de cresci- 
mento padrão: Os embriões devem ser mantidos a 28,5 °C em meio contendo 
0,1% azul de metileno e 0,03% sal marinho. Após 24 horas de fertilização, 
os embriões devem ser transferidos para água contendo 0,003% 1-fenil- 
2-tioureia (para inibir pigmentação). 


27.5.2 Geração de linhagem recombinante 


O plasmídeo brainbow 1.0Lº contendo o cassete de expressão que contem 
RFP, CFP e YFP (Figura 27.9) e promotor de ubiquitina b são utilizados. 
Para permitir a incorporação dessa sequência no genoma, o cassete deve ser 
flanqueado por sítios Tol2 e I-Scel. 35 pg de mRNA de Tol2 transposase, e 
20 pg do plasmídeo devem ser coinjetados nos embriões. 

À confirmação da inserção pode ser feita atráves da PCR pelo método de 
HotSHOT*. Os embriões são digeridos com 100 pL de 50 mM NaOH, incu- 
bados a 95 ºC por vinte minutos e resfriados a 4 °C. Em seguida, adicionar 
10 pL de 1 M Tris-HCl pH 7,5 a cada amostra. 

O DNA deve ser adicionado aos primers e à GoTaq qPCR Master Mix 
(Promega) e colocados em termociclador. 

Os primers controle são: 

5’TCAGTCAACCATTCAGTGGCCCAT3?’ 

5’CAGGAAAGGGAATGCAGGGTTTGT3’ 


Os primers zebrabow sao: 
5’ ACCTGGTGGAGTTCAAGACCATCT3?’ 
5S’TCGTACTGTTCCACGATGGTGTAGTC3’. 





Figura 27.9 Plasmideo brainbow 1.0L contendo três XFP: RFP (vermelha), CFP (ciano) e YFP (amarela). O promotor de ubiquitina b, 
ubi, foi inserido em substituição ao promotor Thy do plasmídeo original para que a expressão fosse possível em zebrafish. 
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A expressão de RFP (cor padrão quando não há recombinação Cre-Lox) 
pode ser vista a partir de seis horas após a fertilização. 


27.5.2.1 Recombinação Cre-Lox 


Devem ser eluídos 50 pM de Cre recombinase purificada (New England 
Biolabs) na razão 1:20 de 0,1 M de cloreto de potássio, e 1 pL dessa solução 
deve ser injetada em um blastômero no estágio de 1-8 células. Um padrão 
de cores proporcionado pela recombinação já pode ser visualizado de seis a 
oito horas após a fertilização. 


27.5.2.2 Microscopia 


Os animais devem ser anestesiados com sulfanato de etil-3-aminoben- 
zoato e montados em 1% de agarose abaixo do ponto de fusão em placas de 
cultura de fundo de vidro. As amostras estão prontas para serem processa- 
das em microscópio confocal ou de fluorescência. São necessários os filtros 
de emissão para RFP: 561 nm e emissão entre 585-685 nm, YFP: $15 nm e 
emissão 535-565 nm e CFP: 440 nm com emissão entre 465-495 nm. 


27.6 PERSPECTIVAS FUTURAS 


A utilização de XFP já foi considerada um marco na pesquisa científica. 
Agora é aplicada de modo combinado e estocástico em tecido vivo ou 
em culturas de células. Ela possibilita inferir sobre os principais eventos 
celulares, como sinaptogênese, crescimento axonal, desenvolvimento 
embrionário, migração celular, taxa de crescimento, dentre outros, com uma 
riqueza de detalhes que supera as técnicas já desenvolvidas, sem provocar 
nenhuma alteração lesiva e citotóxica considerável. 

Existem alguns pontos-chave para a utilização de brainbow. A seleção 
de promotores tecido específicos, quando se deseja estudar determinadas 
regiões, permite selecionar um grupo de células para o estudo sem interferir 
nas demais. À posição da região promotora também pode criar uma regra 
de combinação das XFP, que pode inclusive permitir a detecção dos tipos de 
células em diferenciação de ESC, determinando-se células adultas e funcio- 
nais. Esta é uma das áreas de pesquisa atuais de nosso laboratório. 
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Um segundo ponto importante para a utilização da técnica é relacionado 
ao sistema Cre-Lox. O número de pares de sítios Lox que flanqueiam as 
sequências necessita ser incompatível para que sejam geradas XFP funcio- 
nais. O modo de indução da recombinação via expressão de Cre recombi- 
nase também é um ponto crucial para a brainbow. A Cre pode ser ativada 
espacial e temporalmente, dependendo do tipo de promotor que precede o 
gene cre, a necessidade de indução por drogas, bem como a sua forma de 
inserção na célula. 

A obtenção de imagens de fluorescência de experimentos brainbow 
requer uma atenção especial. Imagens multicoloridas são cada vez mais 
utilizadas em biologia para uma variedade de experimentos; por isso, tem-se 
desenvolvido, nos últimos anos, formas de se obter imagens sem nenhuma 
perda informacional, como uma adaptação da microscopia de fluorescên- 
cia excitada por dois fótons (two-photon-excited fluorescence microscopy 
— 2PEF)?. Neste tipo de microscopia, a imagem de três fluoróforos com 
espectros de absorção cobrindo um amplo espectro do infravermelho pró- 
ximo são obtidas pelo microscópio de dois fótons, como é necessário para 
a imagem das XFP produzidas via brainborw, gerando dados com alta reso- 
lução sem o cruzamento de excitações e emissões que geram ruídos nos 
experimentos. À obtenção de imagens ao longo do tempo, conhecida como 
time-lapse imaging, também desponta como uma grande ferramenta aliada 
ao brainbow. No entanto, os aparelhos atuais, em sua maioria, estão limita- 
dos a faixas de excitação e emissão que não necessariamente acompanham 
o perfil de cores das XFP, o que deve ser sanado com adaptações e desenvol- 
vimento de equipamentos capazes de trabalhar em largas faixas do espectro. 
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28.1 INTRODUÇÃO 


Todos os eucariotas que apresentam reprodução sexuada são constituídos 
de dois tipos fundamentais de células: as células somáticas, que formam o 
corpo ou estrutura do organismo, e as células germinativas que dão origem 
aos gametas e são responsáveis pela transferência do genoma de uma gera- 
ção para a outra!. Nesse sentido, uma vez que apresentam potencial de se 
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reproduzir indefinidamente, as células germinativas são muitas vezes consi- 
deradas imortais. 

Quanto à gametogênese masculina, para se manter o intrincado pro- 
cesso espermatogênico e a homeostase testicular durante toda a sua vida 
reprodutiva, os vertebrados contam com importantes populações de célu- 
las-tronco germinativas, denominadas espermatogônias-tronco (do inglês, 
spermatogonial stem cells — SSC)*. Assim, além de constituirem a base para 
o processo espermatogênico, essas células apresentam características únicas 
no animal sexualmente maduro devido à sua capacidade de transmitirem 
informações genéticas para as gerações subsequentes. Em outro importante 
contexto, estudos recentes têm demonstrado que as SSC podem ser reprogra- 
madas em células pluripotentes, apresentando a capacidade de se diferencia- 
rem em tecidos somáticos'*. 

À semelhança do que ocorre em outras populações de células-tronco 
adultas, as SSC são capazes de se autorrenovar e também de gerar células 
comprometidas com o processo de diferenciação*”. A atividade das SSC é 
regulada dentro de um microambiente específico nos testículos, denominado 
nicho espermatogonial, que pode ser influenciado por diferentes elemen- 
tos celulares*?. Tradicionalmente, as células-tronco têm sido definidas por 
suas características funcionais. Assim, a identificação das células-tronco 
tem como base o desenvolvimento de ensaios demonstrando sua capacidade 
regenerativa apropriada a diferentes sistemas autorrenováveis do corpo, tais 
como a hematopoiese, pele, intestino e espermatogênese, dentre outros*”1º, 
Nesse aspecto, a técnica de transplante de células germinativas, inicial- 
mente desenvolvida em camundongos por Brinster e colaboradores nos anos 
1990!!:12, representou um importante marco no conhecimento acerca da bio- 
logia das células-tronco espermatogoniais. 

A técnica do transplante de células germinativas consiste na transferência 
de espermatogônias-tronco de um doador fértil para o testículo de um receptor 
infértil, onde essas células se desenvolvem e formam espermatozoides férteis 
com características genéticas do doador. À eficiência do transplante depende da 
quantidade de SSC a ser transplantada e do microambiente testicular do recep- 
tor, que deve ter nichos acessíveis para a colonização das células do doador. 
Essa inovadora metodologia tem se tornado não apenas uma valiosa aborda- 
gem para se investigar a fisiologia das SSC, como também tem proporcionado 
enormes avanços no estudo da espermatogênese em si, das interações entre 
células de Sertoli e células germinativas, além de propiciar contribuições sig- 
nificativas na área de produção animal, preservação de espécies ameaçadas de 
extinção, medicina reprodutiva e a produção de animais transgênicos!!”, 
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O termo animal transgénico refere-se ao animal cujas caracteristicas 
genéticas (genoma) foram intencionalmente alteradas, por meio de técni- 
cas de engenharia genética, o que o difere substancialmente das mutações 
espontâneas que ocorrem naturalmente e são importantes para a evolução 
biológica?'2!, Uma vez que a manipulação genética in vitro permite a reali- 
zação de estudos para se compreender de maneira mais ampla os processos 
biológicos e moleculares que ocorrem nos mais diversos tipos de organismos 
vivos, a produção de animais transgênicos constitui um dos grandes progres- 
sos recentes das pesquisas biotecnológicas. Ademais, a transgenia representa 
valiosa abordagem biotecnológica para a obtenção de maior ganho em pro- 
dutividade, tanto na pecuária quanto na agricultura, além de propiciar a 
geração de biorreatores de grande importância na produção de biofármacos 
e bioprodutos. Classicamente, através de diversas metodologias, a tecno- 
logia de transgenia permite a transferência de DNA exógeno (transgene) 
para o animal de interesse. Dentre essas metodologias podem ser menciona- 
das a eletroporação, microinjeção pronuclear, transferência nuclear e infec- 
ção por vetores virais em ovócitos recém-fertilizados?*: e células-tronco 
embrionárias?. Também podem ser citadas técnicas de inseminação utili- 
zando-se espermatozoides geneticamente modificados?’*, bem como aquelas 
nas quais a alteração do DNA endógeno é feita através da recombinação 
homóloga em células-tronco embrionárias (do inglês, embryonic stem cells 
— ES)?3!. Entretanto, apesar dos significativos e recentes progressos, tais 
métodos não raro têm apresentado limitado sucesso devido a dificuldades 
técnicas e à geração de animais mosaicos, acarretando como consequência 
alto custo de produção. 

Considerando-se que uma única SSC dá origem a um grande número de 
espermatozoides potencialmente capazes de gerar descendentes após a ferti- 
lização, essas células-tronco vêm se tornando atraente alvo para a manipula- 
ção genética, principalmente pelo fato de o transplante de espermatogônias 
permitir a produção de progênie carreando genes provenientes de SSC isola- 
das do doador. Assim, com a finalidade de se gerar animais transgênicos, a 
modificação genética dessas células, seguida do transplante, representa uma 
excelente tecnologia alternativa à modificação de ES e ovócitos recém-fertili- 
zados***°, Além de ser mais simples e barata, essa via de engenharia genética 
apresenta enorme potencial de uso em animais que ainda não possuem a tec- 
nologia de modificação das ES desenvolvida, disponível ou mesmo eficiente. 
Ademais, outro aspecto bastante positivo é o fato de a recombinação gênica 
que ocorre nas células germinativas permitir alta variabilidade genética de 
indivíduos da mesma espécie. 
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28.1.1 Estrutura do testículo em mamíferos 


A Figura 28.1 ilustra os principais constituintes dos compartimentos 
tubular e intertubular de mamíferos sexualmente maduros, indicando tam- 
bém algumas das possíveis interações entre as células germinativas e os com- 
ponentes somáticos do testículo, principalmente células de Sertoli, de Leydig 
e peritubulares mioides***!. 

Nos testiculos, a célula de Sertoli é a primeira célula somática a se dife- 
renciar. Esta célula origina-se provavelmente do epitélio celômico e seus 
precursores expressam o gene determinante do sexo masculino, o Sry, no 
braço curto do cromossomo Y. Dessa forma, a célula de Sertoli desempenha 
papel crucial na cascata de eventos relacionadas à diferenciação do testículo, 
que ocorre em torno de 11,5 dias de gestação em camundongos*>* e por 
volta de 56 dias em humanos'*. Já nos animais adultos, a célula de Sertoli é 
o elemento-chave da espermatogênese e, durante esse processo, interage com 
as células germinativas de maneira bastante complexa, tanto física quanto 
bioquimicamente. As junções de oclusão entre células de Sertoli adjacentes 
dividem o epitélio seminífero em compartimentos basal e adluminal*. No 
compartimento basal estão localizadas as espermatogônias e os espermató- 
citos primários iniciais (pré-leptótenos/leptótenos), enquanto no adluminal 
encontram-se os espermatócitos primários a partir de zigóteno, esperma- 
tócitos secundários e espermátides. Funcionalmente, as junções de oclusão 
compõem a barreira de células de Sertoli que propicia um microambiente 
específico e imunoprivilegiado, essencial para o desenvolvimento do pro- 
cesso espermatogênico”. Assim, fica bastante evidente a necessidade da inte- 
ração das células germinativas com os componentes somáticos do testículo, 
principalmente células de Sertoli, Leydig e peritubulares mióides, para que 
o processo espermatogênico transcorra de maneira normal e eficiente?>*46, 

Além da formação da barreira dita hematotesticular, as células de Sertoli 
desempenham outras funções essenciais para o desenvolvimento das células 
germinativas, tais como?*74: fornecimento de nutrientes e inúmeros outros 
importantes fatores; suporte físico (sustentação) para as células espermato- 
gênicas; fagocitose do excesso de citoplasma (corpos residuais) resultante da 
liberação das células espermiadas, bem como das células germinativas que 
sofrem apoptose; intermediação hormonal da espermatogênese através de 
receptores para esteroides (andrógenos e estrógenos) e para o hormônio folí- 
culo-estimulante (follicle-stimulating hormone — FSH). As células de Sertoli 
participam ainda ativamente no processo de espermiação das espermátides 
para o lume tubular, além de serem responsáveis pela secreção de fluido, o 
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qual possui substâncias importantes para a função epididimária e maturação 
espermática, servindo também de veículo para o transporte dos espermato- 
zoides, que são liberados ainda imóveis. 

As células de Leydig são geralmente encontradas próximas aos vasos san- 
guíneos ou do tecido conjuntivo da cápsula testicular (túnica albugínea) e 
sua ultraestrutura denota sua alta atividade esteroidogênica, evidenciada 
pela presença de retículo endoplasmático liso bem desenvolvido e mito- 
côndrias com cristas tubulares*’, que participam ativamente da síntese de 
esteroides (principalmente andrógenos), a partir de uma molécula base, o 
colesterol*”. Essa produção ocorre através de estímulos do hormônio lutei- 
nizante (LH) em receptores localizados na membrana citoplasmática dessas 
células. Nos testículos, existem receptores para andrógenos nas células de 
Sertoli, peritubulares mióides, musculares lisas dos vasos e na própria célula 
de Leydig***!»?. Dentre os andrógenos sintetizados pelas células de Leydig 
incluem-se a testosterona e a diidrotestosterona, os quais são responsáveis 
pela diferenciação do trato genital masculino e da genitália externa na fase 
fetal*:4 e pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundários e a manu- 
tenção quantitativa da espermatogênese a partir da puberdade*2545. Par- 
ticularmente, a diidrotestosterona é também responsável pela manutenção 
funcional das glândulas sexuais acessórias e do epidídimo**”. 

As células peritubulares mióides constituem o principal componente da 
parede dos túbulos seminíferos e, juntamente com as células de Sertoli, são 
responsáveis pela formação da lâmina basal, cuja integridade funcional é 
essencial para o processo espermatogênico*?*. Pelo fato de serem responsá- 
veis pela secreção de várias substâncias que compõem a matriz extracelular 
(laminina, fibronectina, colágenos dos tipos Ie IV e proteoglicanas) e fatores 
de crescimento como fator peritubular que modula a função das células de 
Sertoli (peritubular factor that modulates Sertoli cell function — PmodsS), 
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (insulin-like growth factor 1 — 
IGF-I), activina-A e fator de transformação do crescimento f (transforming 
growth factor B — TGF-B), as células peritubulares midides participam de 
maneira bastante ativa da regulação parácrina da função testicular, particu- 
larmente das células de Sertolitº?, Ainda, como células contráteis, as célu- 
las peritubulares mióides expressam proteínas do citoesqueleto (a-isoactina, 
F-actina e miosina), cujos filamentos são arranjados longitudinal e circu- 
larmente ao maior eixo do túbulo seminífero. A atividade desses filamen- 
tos é responsável pela contração dos túbulos seminíferos que resulta em 
movimentação de fluidos e propulsão dos espermatozoides*. Recentemente, 
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foi demonstrado que camundongos cujas células peritubulares mioides não 
possuem receptores de andrógenos (PTM-ARKO?**) são inférteis. 


Células somáticas Compartimento Células germinativas 
. tubular 
_.Espermatide 
” alongada 


_Espermatide 

Célula de Sertoli ss ” arredondada 
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Figura 28.1 Composição do parênquima testicular de suíno sexualmente maduro, mostrando os dois principais compartimentos do 
testículo, bem como algumas das possibilidades de interações entre os componentes somáticos e germinativos. O compartimento tubular 
é composto da porção externa para a interna por: (i) tónica própria, constituída pelas células peritubulares mióides e lâmina basal (não 
indicada); (ii) epitélio seminífero onde se encontram as células de Sertoli e células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento; 
e (iii) lume tubular. Além de outros tipos celulares, o compartimento intertubular apresenta grande número de células de Leydig e vasos 
sanguíneos. 


28.1.2 Espermatogênese e potenciais 
biotecnológicos das espermatogônias-tronco 


De maneira geral, através de evento denominado especificação, durante 
as fases iniciais de desenvolvimento embrionário nos vertebrados as células 
germinativas primordiais (PGC) diferenciam-se das demais células somá- 
ticas”. Posteriormente, essas células proliferam e migram para a região 
das cristas genitais, que darão origem às futuras gônadas masculinas (tes- 
tículos) ou femininas (ovários)*»*2. Nos indivíduos geneticamente machos, 
após chegarem às cristas genitais, as PGC são denominadas de gonócitos 
ou pré-espermatogônias*»*!. Posteriormente, nos testículos já diferencia- 
dos e formados e após um curto período de quiescência, esses gonócitos 
se dividem e dão origem a um grupo de células mitoticamente ativas, as 
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espermatogônias do tipo A, dentre as quais uma pequena fração permanece 
indiferenciada como células-tronco espermatogoniais, que constituem a base 
funcional da espermatogénese**. 

A espermatogénese (Figura 28.2) é um evento ciclico complexo, alta- 
mente organizado e coordenado, no qual as espermatogônias diploides 
(que apresentam dois conjuntos de cromossomos) se dividem e se diferen- 
ciam, levando finalmente à formação dos espermatozoides, que são células 
haploides (possuem um conjunto de cromossomos) altamente especializadas 
e equipadas para fertilizar os ovócitos***. Morfofuncionalmente, a esper- 
matogênese pode ser dividida nas fases espermatogonial (proliferativa ou 
mitótica), espermatocitária (meiótica) e espermiogênica (diferenciação). A 
fase espermatogonial é caracterizada pela autorrenovação e diferenciação 
das SSC, gerando células “amplificadoras” e de reserva ou células compro- 
metidas com a diferenciação. Essas espermatogônias mais diferenciadas dão 
continuidade ao processo espermatogênico, e um intrincado processo de 
diferenciação e proliferação ocorre até a última divisão mitótica que ori- 
ginará os espermatócitos primários, iniciando a fase meiótica ou esperma- 
tocitária?. Após a primeira divisão meiótica formam-se os espermatócitos 
secundários, que num curto intervalo de tempo originam as espermátides 
haploides através da segunda divisão meiótica. Em seguida, ocorre a fase 
espermiogênica ou de diferenciação, na qual as espermátides se transformam 
em espermatozoides. Durante todo o processo espermatogênico, as contí- 
nuas mudanças que ocorrem nas células germinativas são notáveis, sendo 
a passagem pela fase meiótica fundamental para a manutenção da varia- 
ção genética entre indivíduos da mesma espécie através da troca de genes 
entre cromossomos homólogos (recombinação gênica ou crossing-over) nos 
espermatócitos primários em paquíteno. Ilustrando o enorme potencial de 
amplificação da gametogênese masculina, teoricamente uma única SSC pode 
gerar 4.096 espermatozoides em ratos, camundongos e suínos”. Embora 
tal potencial seja drasticamente menor no homem devido ao número muito 
baixo de divisões espermatogoniais, mesmo assim sua produção espermática 
diária por testículo pode chegar a até 100 milhões de espermatozoides”. 

O número de SSC no testículo adulto é relativamente pequeno (0,03% 
do total de células germinativas), com estimativas variando de 3 mil a 25 
mil SSC em camundongos”? e 830 mil em ratos”. Esse importante aspecto 
motivou a investigação de marcadores fenotípicos específicos e a busca de 
características funcionais para a identificação das SSC em mamíferos, princi- 
palmente roedores, bem como em outras espécies de vertebrados, tais como 
peixes E aves, 
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Figura 28.2 Representação diagramática da espermatogênese de camundongo mostrando as três fases deste processo (proliferativa, 
meiótica e espermiogênica), representadas respectivamente pelas espermatogônias, espermatócitos e espermátides. À seta grande 
externa com várias linhas indica a sequência de diferenciação das células germinativas durante a espermatogênese. O círculo central 
representa o nicho espermatogonial caracterizado pela presença das espermatogônias indiferenciadas (As, Apr e Aal). Dentro do nicho 
espermatogonial, as setas menores denotam os possíveis destinos das espermatogônias indiferenciadas, e a seta curva em particular 
denota autorrenovação. À seta tracejada representa o processo de diferenciação das espermatogônias indiferenciadas em A1. As: esper- 
matogônia isolada; Apr: espermatogônia pareada; Aal: espermatogônia alinhada; Al, AZ, A3, A4, In e B: espermatogônias diferenciadas 
do tipo À, intermediária e do tipo B; espermatócito primário em: PI (pré-leptóteno), L (leptóteno), Z (zigóteno), P (paquiteno), e D 
(diplóteno); M: figura de meiose; Il: espermatócito secundário; R: espermátide arredondada; E: espermátide alongada. 


Com o objetivo de se obter populações homogêneas de células germinati- 
vas, os primeiros trabalhos na literatura descrevendo a dissociação do tecido 
testicular e a obtenção dessas células foram publicados na década de 1970, 
utilizando-se centrifugação diferencial em gradientes de densidade?**2. Já 
nessas investigações, a obtenção de células testiculares tinha como principal 
finalidade o estabelecimento de sistema de cultivo para estudos bioquími- 
cos de diferenciação das células germinativas. Atualmente, a obtenção das 
células germinativas em diferentes espécies é usualmente realizada através de 


Transplante de Espermatogônias-Tronco como Abordagem Biotecnológica para a Produção de Animais Transgênicos 1139 


modificação do procedimento originalmente relatado por Bellvé e colabora- 
dores*, no qual o testículo do animal avaliado é coletado e dissociado por 
meio de um protocolo de digestão enzimática dupla ou tripla (colagenase 
associada com hialuronidase e tripsina). Após lavagem em meio de cultura 
de rotina, as células espermatogênicas são ressuspendidas e diluídas nas con- 
centrações desejadas, sendo então submetidas à separação. 

Com o estabelecimento e utilização cada vez mais frequente da técnica de 
transplante de células germinativas, desenvolveu-se também amplo interesse 
pela investigação e descoberta de novas abordagens para se isolar e purifi- 
car as SSC, principalmente pelo fato de uma maior eficiência do transplante 
requerer a obtenção de populações celulares enriquecidas em SSC. Assim, 
dentre as várias abordagens empregadas na obtenção de populações celu- 
lares enriquecidas em SSC, podem ser citadas, por exemplo, as seguintes: 
1) utilização ou desenvolvimento de animais que apresentam alterações dos 
elementos somáticos do testículo (por exemplo, células de Sertoli, de Leydig 
e peritubulares mioides) e de maturação espermatogonial mais avançada, 
sem apresentar, no entanto, defeitos intrínsecos das células germinativas; 
11) isolamento de espermatogônias indiferenciadas com base em marcadores 
moleculares específicos; e iii) expansão in vitro de espermatogônias isoladas. 
Várias outras metodologias também têm sido empregadas com o objetivo de 
se enriquecer o pool de SSC, podendo ser citadas, por exemplo, o criptorqui- 
dismo experimental em camundongos que causa a depleção (apoptoses) de 
células germinativas mais avançadas*»** e a utilização de doadores pré-pube- 
res que apresentam somente espermatogônias em seus testículos*»*. Criptor- 
quidia ou criptorquia (de cripto, escondido, e orquis, testículo) é a condição 
médica na qual não houve uma descida correta do testículo da cavidade 
abdominal (onde se desenvolve na vida intrauterina) para o escroto. Difere 
do testículo ectópico porque se encontra no lugar comum de descida tes- 
ticular. Ainda nesse aspecto, McLean e colaboradores*” evidenciaram que 
populações de células germinativas isoladas de camundongos deficientes em 
vitamina À, fator essencial para a diferenciação espermatogonial, ou aque- 
les cujos testículos sofreram insulação ou hipertermia (43 °C por quinze 
minutos), resultavam em maior eficiência após o transplante. Camundongos 
mutantes Steel (S1) também apresentam testículos contendo maiores fra- 
ções de espermatogônias indiferenciadas. Mais especificamente, ao envol- 
ver falha na produção de c-kit ligante produzido pelas células de Sertoli 
(importante elemento somático do epitélio seminífero), nesses camundongos 
tal mutação resulta na parada de maturação espermatogonial, permitindo 
assim a obtenção de suspensões testiculares enriquecidas em SSC***7. Além 
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disso, diversas abordagens baseadas em características fenotípicas (marcado- 
res moleculares) também têm sido descritas e utilizadas, principalmente em 
camundongos, com a finalidade de se identificar e isolar SSC. Nesse aspecto, 
o receptor do c-kit foi o primeiro marcador de superfície investigado. Assim, 
estudos utilizando anticorpos anti-c-kit evidenciaram que espermatogônias 
indiferenciadas são negativas para c-kit, enquanto espermatogônias diferen- 
ciadas expressam este receptor***?. Atualmente, diversos marcadores fenotí- 
picos de superfície de espermatogônias indiferenciadas em roedores (onde se 
encontram as SSC) estão disponíveis, podendo ser citados os seguintes: side 
scatter'“, integrinas ale B6, CD9, CD24, Thy-1(CD90), Ep-CAM, CD44, 
caderina 1 (Cdh1), Numb, receptor acoplado à proteína G 125 (GPR125), 
receptor GDNF a-1 (GFRa1), Ret, receptor de fator estimulante de colô- 
nia 1 (CFS1r)'°°8, Outras técnicas surgidas recentemente também podem 
ser empregadas com o intuito de se obter populações celulares específicas 
enriquecidas. Assim, o isolamento de SSC através da utilização de citome- 
tria de fluxo (fluorescence-activated cell sorter - FACS), que se baseia nas 
propriedades de dispersão de luz (light scattering), associada a marcadores 
de superfície, tem permitido a aquisição de resultados bastante promissores, 
contribuindo sobremaneira para a caracterização funcional dessas células 
em diversas espécies, principalmente roedores”!*1º!, De forma semelhante, 
a separação magnética de células (magnetic-activated cell sorting - MACS) 
é outra interessante abordagem que também pode ser utilizada para se isolar 
espermatogônias indiferenciadas!º2104, Nesse sentido, quando comparadas 
às células testiculares não selecionadas, em suínos pré-púberes, populações de 
células testiculares SSEA-1* (stage-specific embryonic antigen 1, ou antígeno 
embrionário 1 de estágio específico) separadas por FACS originaram número 
quinze vezes maior de colônias após o transplante. O xenotransplante de 
espermatogônias Thy1* isoladas através de MACS de testículos de caprinos 
pré-púberes também resultou em maior capacidade de formação de colônias 
do que células testiculares não selecionadas!º»10%6, Da mesma forma, estudos 
em bovinos pré-púberes também mostraram resultados semelhantes após o 
xenotransplante de espermatogônias DBA* obtidas por FACS!”, Finalmente, 
ainda como ilustração do alto potencial dessas abordagens, utilizando-se 
MACS espermatogônias indiferenciadas GFRal+ também foram isoladas 
com sucesso de testículos de macacos Rhesus e humanos!º8:109, 

Em outra interessante vertente, com o objetivo de se obter suspensões 
celulares enriquecidas com espermatogônias indiferenciadas, a centrifuga- 
ção diferencial em gradientes de densidade, os quais promovem a separação 
celular com base no tamanho e densidade, associadas ao plaqueamento 
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diferencial, representam técnicas relativamente simples e possiveis de serem 
aplicadas!º!13, Assim, suspensões celulares contendo até 85% de esperma- 
togônias do tipo À de ratos foram obtidas através da adesão à aglutinina 
Dolichos biflorus (DBA) e fracionamento em gradiente descontínuo de Per- 
coll!!!, Utilizando-se adesão à laminina, o isolamento observado de SSC foi 
de três a quatro vezes maiores em camundongos”. Da mesma forma, Dirami 
e colaboradores"!* obtiveram suspensão celular contendo entre 95% a 98% 
de espermatogônias do tipo À em suínos, usando velocidade de sedimenta- 
ção e plaqueamento diferencial. Essas abordagens técnicas têm sido ainda 
utilizadas com sucesso no isolamento de espermatogônias do tipo A de pei- 
xes“!!S, bovinos!!2!13 ovinos!!ó, caprinos!!”, humanos! !8!!º e, mais recente- 
mente, de búfalos!20-122, 

Outro importante aspecto a ser considerado é a possibilidade de se cul- 
tivar e expandir a população de SSC in vitro. Assim, utilizando-se o trans- 
plante de células germinativas como ensaio funcional, após 132 dias de 
cultura Nagano e colaboradores!” demonstraram a sobrevivência e a pro- 
pagação de espermatogônias de camundongos. Essas células germinativas 
foram capazes de sobreviver por quatro meses sobre feeder layer de fibro- 
blastos embrionários (STO), utilizando-se meio enriquecido. A identificação 
dos fatores que modulam as funções das SSC e a possibilidade de se utilizar 
esses fatores na indução da proliferação dessas células em cultura têm níti- 
das vantagens para o enriquecimento de SSC, bem como para a compreensão 
dos mecanismos moleculares que regulam as SSC, especialmente quando se 
pretende empregá-los na modificação genética dessas importantes células. 
Assim, em vários estudos o cultivo por longo prazo de SSC de camundongos 
em meio contendo fatores importantes para a regulação, manutenção e pro- 
liferação dessas células e de PGC, tais como o fator neurotrófico derivado 
de células da glia (glial cel lline-derived neurotrophic factor - GDNF), fator 
inibidor de leucemia (leucemia inhibitory factor — LIF), fator de crescimento 
fibroblastico basico (basic fibroblast growth factor — bFGF), fator de cres- 
cimento epidermal (epidermal growth factor — EGF) e soro fetal bovino, 
têm demonstrado aumento significativo no número de SSC, permitindo 
que mantenham suas propriedades originais de colonização e diferenciação 
após o transplante'?*!28. Ainda nesse contexto, a manutenção e expansão in 
vitro de presumíveis SSC têm sido estabelecidas e reportadas para outras 
espécies, como rato??!22130 bovinoB!-!32 bifalo™, caprino!*+™, gato, 
suíno!*”, homem!8-!4! galo doméstico! zebrafish!*3 144 rilápia-nilótica** e 
truta-arco-íris! 5147, 
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28.2 HISTÓRICO DA TRANSGENIA ANIMAL 


A seguir, faremos um breve histórico sobre o surgimento e potenciais apli- 
cações da técnica de transgenia. Em animais, esta importante ferramenta só 
foi possível a partir do sucesso na manipulação da maquinaria celular, prin- 
cipalmente com a finalidade de se induzir a expressão de uma sequência de 
interesse e da modificação genética permanente de células isoladas. Assim, 
com o objetivo de se modificar geneticamente as células, vários estudos que 
remontam à década de 1970 utilizaram o ácido ribonucleico (RNA) como 
sequência codificante. Em 1973, Gurdon'* relatou sucesso na tradução em 
proteínas do RNA mensageiro (mRNA) de hemoglobina de coelho, camun- 
dongo e pato, inseridos em ovócitos de Xenopus laevis. Posteriormente, o 
RNA polissomal de seres humanos (obtidos de placenta) foi injetado em 
ovócitos de Xenopus, obtendo-se a expressão de precursor do lactogênio 
placentário humano!*. Em 1979, a molécula de DNA começou a ser uti- 
lizada como sequência codificante para a modificação genética de células. 
Assim, Wigler e colaboradores!” inseriram o gene da timidina quinase viral 
em células de camundongos selvagens (que não expressavam essa proteína), 
as quais passaram a produzir a enzima, tornando-se capazes de sobreviver 
em meio HAT contendo hipoxantina, aminopterina e timidina como fonte 
de energia. Esses mesmos autores inseriram ainda várias outras sequências 
de DNA que foram expressas em proteínas, como a da P-globina de coe- 
lho, o plasmídeo pBR322 e o bacteriófago oX-174. Por sua vez, Mulligan 
e colaboradores! conseguiram inserir o DNA complementar (cDNA) da 
B-globina de coelho no genoma viral e transferir esse genoma recombinante 
para células de rim de macacos em cultura, onde tais células passaram então 
a produzir o polipeptídeo de coelho!*!. 

A integração de sequências ao DNA genômico em células-alvo foi relatada 
pela primeira vez em 1979 por Breindl'*? e colaboradores, que foram capa- 
zes de integrar o gene estrutural do vírus da leucemia Moloney (Moloney 
murine leucemia virus - MMLV) no cromossomo 6 de célula da linhagem 
germinativa de camundongos (BALB/Mo). Nesse estudo, evidenciou-se 
o potencial de modificação genética destas células para a transmissão da 
modificação de geração a geração!?. Já no ano seguinte, Brinster e colabo- 
radores publicaram trabalho no qual foram utilizados ovócitos recém-ferti- 
lizados em estágio de uma célula, oriundos de camundongos, para se injetar 
o mRNA de globinas de rato e camundongo, obtendo-se a expressão des- 
sas proteínas!”. Ainda em 1979, Jahner e Jaenisch obtiveram três sublinha- 
gens do camundongo BALB/Mo com integração de transgene em diferentes 
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cromossomos, as quais foram capazes de transmitir a modificação genética 
a outras gerações". 

Em 1981, Costantini e Lacy'* publicaram trabalho destacando o papel 
da modificação genética de células da linhagem germinativa no desenvolvi- 
mento de animal contendo gene exógeno clonado em todas as suas células, 
bem como a transmissão dessa modificação genética para gerações subse- 
quentes. Os trabalhos divulgados até então produziam animais mosaicos, 
com expressão das sequências de interesse em apenas algumas de suas célu- 
las. Como exemplos, podem ser citados os estudos de Jaenisch e Mintz!*6, 
que microinjetaram blastocistos explantados de camundongos com o DNA 
viral de vírus símio 40 (SV40) e os transferiram para o útero de fêmeas pseu- 
dogravidas'**; e os de Gurdon e colaboradores, que inseriram no plasmídeo 
pBR322 fragmentos do genoma do herpes vírus e do SV40 e o microin- 
jetaram em pronúcleo de ovócitos recém-fertilizados de camundongo, que 
foram então implantados em fêmeas pseudográvidas!”. Apesar de não terem 
gerado animal transgênico não mosaico, Costantini e Lacy!” desenvolveram 
estudos pioneiros nos quais a sequência de DNA de um mamífero foi inte- 
grada ao genoma de células germinativas de outro animal, inserindo assim 
o gene da f-globina de coelho em células germinativas de camundongos". 

Em 1982, Palmiter e colaboradores obtiveram camundongos transgêni- 
cos gerados a partir de fragmento de DNA contendo o promotor do gene 
da metalotioneína I de camundongos e o gene do hormônio de crescimento 
de ratos. Essa construção de DNA foi microinjetada em ovócitos recém- 
fertilizados de camundongo, fazendo com que, devido ao hormônio produ- 
zido, os embriões microinjetados se desenvolvessem cerca de 30% a mais do 
que nos controles!*%. Três anos depois, em peixes, fragmento do plasmídeo 
pBPVMG-6 foi microinjetado no interior de ovócitos fertilizados de goldfish 
(Carassius auratus). Cinquenta dias após a transfecção, os animais ainda 
continham a sequência injetada devido à integração desta em seu genoma!”, 

Além da microinjeção em ovócitos recém-fertilizados, é possível também 
utilizar os espermatozoides geneticamente modificados como carreadores de 
genes durante a fertilização in vitro!*. Alternativamente, pode-se também 
utilizar lipossomos catiônicos!*! para a transferência de DNA em ES'!%2 e em 
células somáticas reprogramadas induzidas a um estado de pluripotência 
(induced pluripotent stem cells — iPSCs)'$. Desde então, a modificação gené- 
tica para geração de animais transgênicos tem sido realizada com diversos 
objetivos, tais como: (1) aumentar a produção e qualidade dos alimentos; (11) 
reduzir impactos ambientais das atividades agrícolas; e (111) produzir subs- 
tâncias de interesse biotecnológico. 
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28.3 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 


Com relação às abordagens aplicadas e de interesse comercial, vários 
estudos já foram desenvolvidos. Através da adição de lactoferrina, a-lac- 
toalbumina e/ou lisozima, a geração de transgênicos já foi utilizada com a 
finalidade de aumentar a qualidade do leite de vaca!“*! e cabra!$%. O leite 
de camundongos!” e suínos!“ foi também aprimorado, tendo se observado 
efeitos benéficos para a prole. A produção de substâncias de interesse bio- 
tecnológico, por sua vez, motivou, por exemplo, a criação de cabras trans- 
gênicas expressando antitrombina humana, que é liberada através do leite, 
de comercialização aprovada pela European Medicines Agency (EMA, da 
União Europeia) e pela Food and Drug Administration (FDA, dos Estados 
Unidos)'*. Peixes também foram geneticamente modificados visando ao 
aumento da produção e melhoria de características para comercialização. 
Assim, dentre outras, características tais como aumento de crescimento!” 
resistência a doenças bacterianas!”! e tolerância às baixas temperaturas” 
foram desenvolvidas. 

No que se refere à redução de impactos ambientais gerados por substân- 
cias que contêm o íon fósforo, principalmente o fitato, um porco transgênico 
(Enviropig) foi desenvolvido por meio da utilização da sequência codificante 
da enzima fitase de Escherichia coli. Assim, a saliva desse suíno transgênico 
contendo a enzima fitase é capaz de degradar o fitato da dieta, evitando 
que essa substância polua o ambiente ao ser eliminada através das fezes!?. 
Em peixes, também já existem atualmente transgênicos comerciais, como, 
por exemplo, o GloFish!'M, que expressa proteína fluorescente nas células 
musculares esqueléticas. Esse teleósteo, que foi originalmente desenvolvido 
como indicador de poluição ambiental, agora é vendido com finalidade 
ornamental" *. 


N v 


28.4 TRANSGENIA ANIMAL POR MEIO DE 
ESPERMATOGONIAS-TRONCO 


A modificação genética em animais é realizada utilizando-se principal- 
mente duas técnicas, quais sejam, a microinjeção de ovócitos recém-ferti- 
lizados em estágio de célula única e o transplante de SSC geneticamente 
modificadas. Essas SSC podem ser oriundas de animal doador transgênico 
ou modificadas in vitro, principalmente por meio do uso de vetores virais. 
À microinjeção, que não será abordada em detalhes no presente capítulo, é 
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a técnica mais utilizada e sedimentada, sendo mencionada em varios traba- 
lhos anteriormente citados (ver Seção 28.2). No entanto, o fato de apresen- 
tar baixa eficiência, relatada desde a década de 1980158!75, tem motivado o 
desenvolvimento e a busca de novas técnicas. 

Pelo fato de as SSC serem capazes de promover espermatogênese de 
forma contínua!?, a manipulação de uma única SSC propicia a obtenção 
de número bastante elevado de gametas geneticamente modificados, permi- 
tindo, portanto, gerar rapidamente prole transgênica de forma muito mais 
eficiente do que por meio de técnicas que empregam, por exemplo, ES!7717, 
Pois, enquanto as ES são derivadas de embriões, as SSC estão disponíveis 
nos testículos já na fase pós-natal. Outro aspecto a considerar é que, dife- 
rentemente de camundongos, a maioria das fêmeas de mamíferos não ovula 
grande número de ovócitos e podem demandar longo período de tempo 
para atingir a maturidade sexual. Esses aspectos limitam sobremaneira a 
manipulação genética de tais espécies animais. Além disso, provavelmente 
refletindo suas características como células-tronco mais comprometidas com 
a diferenciação, em contraste com o padrão observado em ES, as SSC apre- 
sentam propriedades genéticas e epigenéticas muito estáveis!80-!81, Ademais, 
particularmente devido ao fato de não estarem comprometidas com uma 
linhagem celular específica, as ES são facilmente capazes de se diferenciar 
em tipos celulares variados, podendo, assim, perder seu potencial de linha- 
gem germinativa!*?, 

A produção de animais transgênicos através de alteração de informação 
genética nas SSC apresenta também como vantagens a formação de transgê- 
nicos não mosaicos e a obtenção de animais com características desejáveis 
sem a necessidade de vários cruzamentos. Além disso, uma vez que as células 
espermatogoniais são transplantadas num ambiente testicular propício para 
o desenvolvimento da espermatogênese, essa abordagem resulta na redução 
do intervalo de tempo necessário para a produção dos gametas transgênicos. 
Assim, existem boas razões para se considerar que, num futuro próximo, 
devido aos vários aspectos positivos já mencionados, provavelmente as SSC 
se tornarão alvo preferencial para a transgenia em muitas espécies animais 
para as quais ainda não existem outras tecnologias disponíveis ou mesmo 
bem estabelecidas. 

Nos próximos tópicos, descrevemos passo a passo as metodologias de 
produção de animais transgênicos por meio das SSC. 


1146 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


28.4.1 Técnica passo a passo 1: transplante de 
espermatogônias-tronco isoladas de animais transgênicos 


Conforme já mencionado, o transplante de SSC apresenta alto poten- 
cial para ser utilizado como ferramenta para a maximização da produção 
de animais transgênicos. Assim, quando transplantadas para o testículo de 
vários receptores selvagens, espermatogônias obtidas de um único animal 
doador transgênico que porta uma característica genética desejável amplifi- 
cam sobremaneira a capacidade de produção de gametas, resultando como 
consequência em maior número de fêmeas fertilizadas. 

Conforme ilustrado na Figura 28.3, para a realização do protocolo refe- 
rente às SSC isoladas de animais transgênicos devem ser executados basica- 
mente quatro passos: 

1) Escolha dos animais doadores e receptores. 

2) Obtenção das SSC do doador geneticamente modificado: 

2.1) Os testículos doadores são assepticamente coletados e lavados em 
solução salina balanceada de Hank (HBSS) contendo 0,1% (v/v) de 
penicilina/estreptomicina (10.000 UI/10mg/mL), procedendo-se à 
remoção da túnica albuginea. 

2.2) Preparação de solução de colagenase (Tipo IA) em meio de cultura 
de Dulbecco modificado por Eagle/meio HAM F-12 1:1 (DMEM/ 
F12) na concentração 2 mg/mL, na qual os túbulos seminíferos 
são imersos e incubados sob leve agitação por 30 minutos, adicio- 
nando-se 20 pg/mL de DNAse I para diminuir a viscosidade do 
meio e facilitar a dispersão das células. 

2.3) Centrifugação da suspensão por 5 minutos a 100 g. O sobrena- 
dante é descartado, e o pellet, ressuspendido em solução de tripsina 
e ácido etilenodiamino tetracético (ethylene diamine tetraacetic 
acid —- EDTA) a 0,25%. Após 30 minutos sob leve agitação, a ação 
da tripsina é interrompida pela adição de 10% (v/v) de soro fetal 
bovino (SFB). A DNase I (20 pg/mL) é novamente adicionada à 
suspensão celular, facilitando assim o processo de filtragem de tal 
suspensão, feita em filtro (Sigma) com poros de aproximadamente 
60 pm. 

2.4) O filtrado assim obtido é novamente centrifugado por 10 minutos 
a 100 g e ressuspendido em DMEM/F12 suplementado com 0,75% 
(p/v) de albumina do soro bovino (bovine serum albumin — BSA). 

2.5) As SSC podem ser enriquecidas através de centrifugação em gra- 
diente de Percoll. Assim, a partir da solução de Percoll 100%, 
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2.6) 


2.7) 


utilizando-se DMEM/F12-BSA, diferentes concentrações são pre- 
paradas para a montagem do gradiente a ser utilizado. Finalmente, 
a suspensão de células é depositada no topo da coluna de gradiente 
de Percoll, e centrifugada. Das bandas celulares formadas após a 
centrifugação, aquelas apresentando maior concentração de esper- 
matogônias são selecionadas. 

As células selecionadas são colocadas em meio DMEM/F12 suple- 
mentado (10% de SFB) e cultivadas por 12 horas. Durante esse 
período, as eventuais células somáticas vão se aderir à placa de cul- 
tura, enquanto as células germinativas permanecem suspensas no 
sobrenadante, ou mesmo fracamente aderidas às células somáticas. 
Após esse período, o sobrenadante contendo as células livres é cole- 
tado e as espermatogônias aderidas às células somáticas são despren- 
didas utilizando-se solução de Tripsina-EDTA 0,25% em solução 
salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline — PBS) 
de Dulbecco sem calcio e magnésio (DPBS), na diluição de 1:10. As 
espermatogônias selecionadas sao ressuspendidas em DMEM/F12- 
BSA (0,75%) e mantidas no gelo até serem transplantadas. 


3) Transplante das SSC geneticamente modificadas para os testiculos dos 
animais receptores sem espermatogénese endógena: 


3.1) 


3.2) 


3:3) 


No momento do transplante, é adicionado à suspensão celular 
volume igual de solução de azul de tripan a 0,4% em PBS, de modo 
que a suspensão a ser injetada se torna visível. 

Os animais receptores são anestesiados, ambos os testículos são 
expostos e a túnica albugínea próxima à rede testicular é levemente 
seccionada. Com auxílio de microscópio estereoscópico, utilizando- 
se micropipeta de vidro (diâmetro externo de 50 pm), a suspensão 
celular pode ser microinjetada, através da rede testicular, nos dúc- 
tulos eferentes ou diretamente nos túbulos seminíferos dos testícu- 
los receptores*. 

Após o transplante, o sucesso da microinjeção pode ser confirmado 
através da observação da visualização do azul de tripan nos túbulos 
seminíferos receptores. 


4) Cruzamento entre machos receptores e fêmeas selvagens**. 


* Para maiores detalhes deste passo a passo, ver trabalhos de Tang e colaboradores! ®. 
** Em caso de transplante interespecifico (xenogénico), procede-se à obtenção de espermatozoides do 
animal doador e à fertilização in vitro de ovócitos de fêmeas da mesma espécie do animal doador. 
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Figura 28.3 Transgenia a partir de doador com SSC geneticamente modificado. (1) Testículos de macho doador que porta um transgene 
em suas células germinativas são enzimaticamente digeridos para se obter a suspensão celular da qual as SSC são isoladas (2). (3) 
Estas células são posteriormente microinjetadas nos túbulos seminíferos de machos receptores sem espermatogênese endógena (infér- 
teis). (4) Após o acasalamento dos machos receptores com fêmeas do tipo selvagem, indivíduos transgênicos, apresentando o haplótipo 
do doador, podem ser produzidos na progênie. 


28.4.1.1 Estudos em roedores 

Estudos desenvolvidos por Brinster e colaboradores!!!2, utilizando 
camundongos, foram os primeiros a demonstrar que o transplante de célu- 
las germinativas modificadas poderia levar à produção de gametas transgê- 
nicos. Nesses estudos, foram utilizados espermatogônias de camundongos 
geneticamente modificados [ZFlacZ, TgN(cl771acZ)226Bri e TgN(cl77lac- 
Z)227Bri] que continham em suas células o gene repórter LacZ codificando 
a enzima -galactosidase da bactéria Escherichia coli. Essas células trans- 
gênicas foram transplantadas para o testículo de camundongos w/w (infér- 
teis) e para camundongos híbridos resultantes do cruzamento das linhagens 
C57BL/6 e SJL, que tiveram sua espermatogênese endógena previamente 
depletada por meio do quimioterápico busulfan. Como a enzima $-galacto- 
sidase age sobre substrato incolor, conhecido como 5-bromo-4-cloro-3-in- 
dolil-B-galactopiranosideo (X-Gal), que é convertido em corante azul, foi 
possível avaliar o sucesso do transplante espermatogonial em camundongos. 
Assim, com tal abordagem, espermátides e espermatozoides corados em azul 
no testículo do animal receptor foram identificados, permitindo inclusive a 
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geração de prole com característica genética do animal doador (contendo o 
gene repórter LacZ). Posteriormente, outros dois estudos do mesmo grupo 
de pesquisa foram desenvolvidos, utilizando-se também camundongos con- 
tendo o gene repórter LacZ. Nesses estudos, foram avaliadas tanto a deter- 
minação da melhor via para o transplante (túbulos seminíferos, rete testis e 
ductulos eferentes'**) quanto o número ideal de células germinativas a serem 
transplantadas para se aumentar a eficiência do transplante!*. 

Como o transplante intraespecífico (singênico) de espermatogônias havia 
sido realizado com sucesso em camundongos, Clouthier e colaboradores!*s 
investigaram se o testículo de camundongo era capaz de propiciar o desen- 
volvimento da espermatogênese de ratos e gerar espermatozoides. Nessas 
investigações, ratos transgênicos MT-LacZ foram usados como doadores 
de espermatogônias, enquanto camundongos híbridos F1 (C5S7BL/6 x SJLF) 
imunodeficientes foram utilizados como animais receptores. Após o trans- 
plante das células germinativas, os testículos foram incubados em solução 
de X-gal para a coloração e visualização de células doadoras expressando 
B-galactosidase, ficando demonstrada a progressão completa da espermato- 
gênese de rato nos testículos de camundongos, bem como a formação esper- 
matozoides com morfologia normal. Mais recentemente, foi mostrado que 
esses gametas eram férteis!*”. 

A partir da demonstração de que o ambiente testicular de camundongos 
era capaz de propiciar o desenvolvimento da espermatogênese de ratos!*8!8?, 
foi investigado se o procedimento inverso seria viável. Dessa forma, células 
germinativas de camundongos ZFlacZ contendo o gene repórter LacZ foram 
transplantadas em ratos previamente tratados com busulfan, enquanto ratos 
Sprague-Dawley MTlacZ que carreavam o gene reporter LacZ foram utili- 
zados como doadores controle!??. Após o transplante da suspensão de célu- 
las germinativas via túbulos seminíferos, o sucesso da técnica foi avaliado 
através de incubação dos testículos em solução de X-gal para a coloração e 
visualização de células doadoras carreando lacZ. Assim, ficou demonstrado, 
a partir do uso de animais transgênicos, que o testículo de ratos foi capaz de 
propiciar o desenvolvimento da espermatogênese de camundongos. 


28.4.1.2 Estudos em animais de produção 


Até o presente momento, com o objetivo de se desenvolver uma pro- 
teína específica de interesse, apenas um estudo envolvendo doador de célu- 
las germinativas transgênicas foi realizado em animais domésticos. Nessa 
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investigação, SSC de caprino expressando a proteína humana antitripsina 
alfa 1 foram transplantadas no testículo de caprinos sexualmente imatu- 
ros!?!, Após esses caprinos terem atingido a puberdade, a presença de esper- 
matozoides transgênicos foi detectada e o cruzamento destes com cabras 
selvagens resultou na produção de prole transgênica, capaz de expressar a 
antitripsina humana alfa 1. 


28.4.1.3 Estudos em peixes 


À semelhança de mamíferos, embora uma década mais tarde, a técnica 
de transplante de SSC ou de PGC em peixes tem sido realizada com sucesso 
em diversas espécies!?!2-195, Existem descritas na literatura três metodolo- 
gias para se realizar o transplante de células germinativas em peixes, nas 
quais o transplante é realizado utilizando-se como receptores o embrião, 
a larva e peixes adultos (para maiores detalhes ver Lacerda e colaborado- 
res). No entanto, os transplantes com resultados mais completos descritos 
até o presente momento, usando peixes doadores transgênicos, envolveram 
larvas recém-eclodidas como animais receptores, podendo ser citados estu- 
dos utilizando trutas vasa-GFP (do inglês, green fluorescent protein, pro- 
teína fluorescente verde). Nas investigações com trutas vasa-GFP transgêni- 
cas, pôde-se observar o sucesso do transplante intraespecífico utilizando-se 
células a fresco!” e criopreservadas?. Trutas-GFP também foram utilizadas 
com sucesso em transplantes interespecíficos, tendo como espécie receptora 
salmão selvagem"? e triploide!*”*. O estudo envolvendo a truta-GFP teve 
ainda como finalidade investigar o sucesso do transplante intraespecífico, 
utilizando-se fêmeas e machos como receptores!?*. Nessa investigação, uma 
vez que as espermatogônias transplantadas foram capazes de se diferenciar 
tanto em espermatozoides quanto em ovócitos, alta plasticidade sexual das 
espermatogônias foi observada. Ainda, pelo fato das espermatogônias trans- 
gênicas de peixes resultarem na produção de prole 100% transgênica, esses 
resultados são revestidos de grande importância!?*. 


28.4.2 Passo a passo 2: transplante de 
espermatogônicas-tronco modificadas in vitro 


Pelo fato de as SSC poderem ser geneticamente manipuladas in vitro 
após seu isolamento antes de serem transplantadas no testículo receptor, 
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conforme já abordado, essas células apresentam alto potencial para a gera- 
ção de gametas e animais transgênicos. Seis importantes passos (Figura 28.4) 
são necessários para a execução do protocolo referente à modificação gené- 
tica das SSC in vitro: 
1) Escolha dos animais doador e receptor. 
2) Obtenção (isolamento) das SSC do doador. 
3) Obtenção da sequência gênica de interesse para a inserção no genoma 
das SSC. 
4) Modificação genética das SSC, que pode ser realizada utilizando-se, por 
exemplo, vetor viral*. 
5) Transplante das SSC modificadas para os testículos do animal receptor. 
6) Cruzamento entre animal receptor e fêmea selvagem**. 
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Figura 28.4 Transgenia por meio de SSC de doador não transgênico modificadas in vitro. (1) Testículos de machos doadores selvagens 
são enzimaticamente digeridos para se obter suspensão celular da qual as SSC são isoladas (2). Essas células são mantidas in vitro 
e submetidas a modificação genética (inserção ou deleção de sequências específicas), principalmente através do uso de vetores virais 
(3 e 4). Após seleção, as SSC geneticamente modificadas são microinjetadas nos túbulos seminíferos de machos receptores sem 
espermatogênese endógena (inférteis) (5). Mediante o acasalamento dos machos receptores com fêmeas do tipo selvagem, indivíduos 
transgênicos podem ser produzidos na progênie (6). 


* Para maiores detalhes de passo a passo, ver trabalhos de Dann e colaboradores!”. 


** Em caso de transplante inter-específico (xenogênico), procede-se a obtenção de espermatozoides do 
animal doador e a fertilização in vitro de ovócitos de fêmeas da mesma espécie do animal doador. 
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A introdução do DNA exógeno em SSC cultivadas por meio de métodos 
de transfecção convencionais tem-se mostrado um procedimento bastante 
complexo!*!”, Apesar disso, vários estudos têm sido realizados com a fina- 
lidade de se utilizar vetores virais para a transdução gênica em SSC e, em 
alguns destes estudos, sucesso na produção de animais transgênicos tem sido 
observado. Nos tópicos listados a seguir, abordaremos os vetores virais mais 
utilizados até o presente momento. 


28.4.2.1 Retrovirus 


O primeiro relato de sucesso envolvendo a manipulação genética de SSC 
foi realizado através da transdução in vitro por retrovírus em células testicu- 
lares de camundongos imaturos ou criptorquídicos!?*. Nesse estudo, demons- 
trou-se que a entrega (delivery) gênica em SSC mediada por retrovírus resul- 
tou em integração estável e expressão do transgene lacZ em até 20% das 
células. Após o transplante das SSC transduzidas, aproximadamente 5% da 
progênie derivada dos machos receptores eram animais transgênicos, que 
foram capazes ainda de transmitir o transgene para as gerações subsequentes. 

Em estudos posteriores, Orwig e colaboradores” relataram que SSC de 
ratos também eram suscetíveis à transdução por vetor retroviral, carreando 
o transgene repórter lacZ. Embora a produção de ratos transgênicos não 
tenha sido demonstrada, 0,5% das SSC originalmente cultivadas puderam 
ser transduzidas e, após o transplante xenogênico (rato para camundongo), 
foram capazes de gerar colônias de células espermatogênicas transgênicas 
nos testículos de camundongos. 

A infecção e transdução espermatogonial utilizando vetor retroviral tam- 
bém foi demostrada em galos domésticos!”. Células testiculares isoladas 
de galos adultos cultivadas por curto período foram expostas a partículas 
virais recombinantes carreando o gene gfp. Após o transplante nos testícu- 
los de galos receptores estéreis, as SSC transfectadas com retrovírus foram 
capazes de restaurar a espermatogênese exógena em cerca de dois meses, 
apresentando eficiência de colonização e desenvolvimento da espermato- 
gênese semelhante àquela apresentada por SSC não transfectadas. Assim, a 
transdução do gene repórter que codifica a GFP foi detectada em esperma- 
tozoides presentes nos testículos de galos receptores, sugerindo que a apli- 
cação dessas técnicas também pode ser útil no desenvolvimento de modelos 
de galináceos transgênicos!?”. 
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Pelo fato de os retrovírus requererem divisão celular ativa para a inser- 
ção do DNA pró-viral no genoma da célula hospedeira, esses vetores podem 
apresentar restrições quanto à sua aplicação em SSC, particularmente 
quando se considera que em determinados sistemas de cultura in vitro essas 
células podem se dividir muito lentamente!2200,201, 


28.4.2.2 Lentivirus 


O lentivirus pertence a uma subclasse de retrovirus que exibe a habilidade 
única de se replicar em células que não estejam em divisão?'2203, Portanto, 
esse vírus exibe maior eficiência para transferência gênica, apresentando-se 
como potencial vetor para a modificação do genoma de células de divisão 
lenta tais como as SSC. 

A viabilidade de vetores lentivirais em transduzir SSC de camundongos 
foi evidenciada inicialmente através da inserção do transgene repórter lacZ 
nessas células?'*. De modo semelhante, utilizando-se vetor lentiviral as SSC 
de ratos foram transduzidas in vitro com o transgene egfp, sendo poste- 
riormente transplantadas nos testículos de ratos receptores que tiveram 
sua espermatogênese endógena depletada. O cruzamento desses ratos com 
fêmeas selvagens resultou em cerca de 5% a 30% de progênie transgênica 
carreando o egfp que, ao ser integrado de maneira estável e aleatoriamente 
ao genoma de F1, foi repassado à geração subsequente'2205. 

Ainda nessa vertente, a produção de ratos transgênicos através de trans- 
dução lentiviral associada ao transplante xenogênico de SSC foi demons- 
trada com sucesso!*. Nesse estudo, considerando que o procedimento de 
transplante de espermatogônias nos testículos de ratos é menos eficiente do 
que em camundongos e que a preparação dos ratos receptores é também 
mais difícil'??, após serem transduzidas com o transgene egfp as SSC de ratos 
foram microinjetadas em testículos de camundongos imunodeficientes!*. 
Assim, nesse ambiente imunologicamente deprimido, as SSC de ratos gera- 
ram espermatozoides EGFP-positivos, que foram utilizados para a produção 
de ratos transgênicos através de fertilização in vitro, empregando-se injeção 
intracitoplasmática. Portanto, o transgene desses animais foi transmitido de 
maneira estável à geração subsequente’. 

Recentemente, a técnica de modificação genética de SSC por vetores virais 
visando à produção de animais transgênicos foi estendida para outras espé- 
cies de mamíferos não roedores. Assim, Harkey e colaboradores? explo- 
raram o potencial do transplante de SSC em cães como ferramenta para se 
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produzir importantes modelos transgênicos caninos para ensaios pré-clínicos 
de doenças genéticas humanas. Em tais estudos, com a finalidade de se testar 
a eficiência da transferência de genes por lentivírus, células testiculares iso- 
ladas de cães pré-púberes foram transduzidas in vitro com vetores lentivirais 
carreando os genes repórter gfp ou mCherry. Baseada na expressão da GFP, 
a eficiência de transdução encontrada nas células germinativas foi de apro- 
ximadamente 9%. No entanto, embora a produção de cães transgênicos não 
tenha sido demonstrada, quatro meses após o transplante as SSC genetica- 
mente modificadas foram capazes de se desenvolver e gerar espermatozoides 
transgênicos GFP-positivos, nos testículos de dois dos seis cães receptores?*. 

Devido às suas semelhanças com os seres humanos, tanto nos aspectos 
fisiológicos quanto patológicos, os suínos representam importantes modelos 
experimentais de animais de grande porte que comumente são utilizados em 
processos de transgenia?'”. Entretanto, a produção de suínos transgênicos 
através de transferência nuclear de célula somática é ainda ineficaz, demo- 
rada e de alto custo econômico??? Nesse contexto, e visando contrapor 
essas dificuldades na produção de suínos transgênicos, a modificação gené- 
tica e o transplante de SSC de suínos foram relatados recentemente?!º. Assim, 
com a finalidade de se produzir gametas transgênicos através do transplante 
de células germinativas, esses estudos investigaram a aplicação de vetores 
lentivirais na entrega do transgene egfp às SSC de suíno, e foi observado que 
as células germinativas de suínos foram transduzidas in vitro de maneira efi- 
caz, resultando, após o transplante, na produção de espermatozoides trans- 
gênicos GFP-positivos nos testículos de dois dos cinco animais receptores. 
Além disso, através da fertilização in vitro de ovócitos (FIV) de fêmeas sel- 
vagens dessa espécie, utilizando o sêmen desses dois animais receptores, foi 
observado que 8% a 26% dos embriões de suínos produzidos pela FIV car- 
reavam o transgene egfp. Portanto, esse estudo pioneiro permitiu evidenciar 
que também em animais de grande porte a transdução de SSC mediada por 
lentivírus é capaz de resultar na transmissão do transgene. 


28.4.2.3 Vírus adeno-associado 


Nos últimos cinco anos, o grupo de pesquisa canadense liderado pela 
pesquisadora Ina Dobrisnki?!92!! tem investigado a eficiência da exposição 
de células germinativas de mamíferos ao vírus adeno-associado (AAV), que 


é um vetor de terapia gênica. Nessas investigações, as principais questões a 
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serem respondidas diziam respeito à estabilidade da transdução com vetor 
AAV e à ocorrência da transmissão de transgene para a progênie. 

Inicialmente, pelo fato de o transplante de células germinativas já estar 
bem estabelecido em camundongos, foi esta a espécie utilizada como modelo 
para se investigar a viabilidade da transdução de SSC mediada por AAV, 
bem como a ocorrência da transmissão estável do transgene após o trans- 
plante das células geneticamente modificadas?'!. Assim, nesse estudo foram 
testadas a transfecção in situ, na qual vetores AVV foram microinjetados 
no interior dos túbulos seminíferos, e a transfecção in vitro de SSC, que foi 
seguida do transplante de células germinativas. Os resultados encontrados 
mostraram que a introdução direta do vetor viral nos túbulos seminíferos 
de camundongos não levou à transdução eficiente de células germinativas, 
sendo o vetor observado quase exclusivamente em células de Sertoli, que 
carreavam assim o transgene egfp?!!. Por outro lado, na transfecção in vitro 
seguida do transplante de SSC foi possível observar extensa colonização por 
células germinativas que expressavam a proteína verde fluorescente melho- 
rada (enhanced green fluorescent protein — EGFP) nos testículos receptores. 
Vários meses após o transplante, o acasalamento de camundongos machos 
receptores com fêmeas selvagens resultou em 10% (26 em 260) de filhotes 
portando o transgene egfp, o que foi comprovado através da genotipagem 
por reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR)*"!. 

Em outros estudos, com a finalidade de se verificar a possibilidade de pro- 
dução eficiente de proteínas biofarmacêuticas recombinantes no leite de 
animais transgênicos, Honaramooz e colaboradores?" utilizaram células ger- 
minativas isoladas de caprinos pré-púberes e as expuseram a vetores AAV 
carreando o gene repórter egfp. Essas células foram transplantadas para o 
testículo de caprinos pré-púberes que tiveram a espermatogênese endógena 
suprimida por irradiação testicular. Após atingirem a maturidade sexual, 
o sêmen de três caprinos transplantados foi coletado e analisado por PCR 
para se detectar a presença do transgene nos gametas. Assim, observou- 
se que espermatozoides carreando o transgene gfp foram detectados em 
37% dos ejaculados recolhidos ao longo de um periodo de dezoito meses. 
O sêmen desses caprinos foi utilizado para a fertilização in vitro de ovóci- 
tos de cabras selvagens, e a transmissão do transgene foi monitorizada pela 
análise de PCR dos embriões gerados. Aproximadamente 10% dos embriões 
produzidos carreavam o transgene gfp?!!. 

Com a finalidade de se maximizar a produção de suínos transgênicos, 
Zeng e colaboradores?!º avaliaram a possibilidade de transfecção das células 
germinativas de suínos in vitro empregando o AAV como vetor viral. Nesse 
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estudo, foi demonstrado que o uso de AAV em células germinativas resultou 
em modificação genética das SSC e que estas foram capazes de colonizar o 
testículo de dezessete suínos receptores. A coleta de sêmen foi feita de cinco a 
sete meses após o transplante, quando os suínos receptores já estavam sexual- 
mente maduros. Após as coletas, o DNA genômico dos espermatozoides foi 
extraído e analisado por PCR para a detecção do gene repórter egfp. A pre- 
sença de espermatozoides transgênicos foi detectada em dez suínos recepto- 
res e aproximadamente 30% dos ejaculados apresentavam espermatozoides 
carreando o transgene egfp. O sêmen coletado de dois animais receptores foi 
utilizado para a fertilização in vitro de ovócitos de fêmeas suínas selvagens, e 
o transgene foi observado em aproximadamente 17% dos embriões produzi- 
dos. Dessa forma, foi assim observado que a transdução de SSC mediada por 
AAV é capaz de resultar na transmissão do transgene de maneira eficiente, 
tanto em animais de laboratório quanto em animais domésticos. 


28.4.2.4 Nucleofecção 


Apesar de diversos estudos terem demonstrado que vetores virais são 
adequados para a transdução das SSC, cuidados com a biossegurança têm 
motivado pesquisas envolvendo o desenvolvimento de métodos alternativos 
(não virais) de entrega do gene. Nesse cenário, foi desenvolvida a nucleofec- 
ção, um método de transfecção espermatogonial à base de eletroporação que 
utiliza combinação de pulsos elétricos e reagentes que facilitam a entrega do 
transgene. Ficou constatado que, a partir da utilização dessa metodologia, 
é possível entregar, com alta eficiência, grandes fragmentos de DNA dire- 
tamente no núcleo das células que apresentam baixo índice mitótico?!2214, 

Em recente estudo desenvolvido por Zeng e colaboradores?!*, essa meto- 
dologia foi utilizada para se introduzir transgene humano em suspensão 
celular de caprinos enriquecida com espermatogônias (UCH-L1-positivas). 
Pelo fato da produção de determinadas proteínas no leite de cabras trans- 
gênicas ter grande impacto comercial, o gene de interesse foi o hormônio de 
crescimento humano (hGH) associado ao gene repórter gfp. Após a nucleo- 
fecção, as células transfectadas foram transplantadas para o testículo de 
caprinos receptores e, nove meses após o transplante, ejaculados dos animais 
receptores foram coletados para avaliação do DNA genômico dos esperma- 
tozoides, através da técnica de PCR. Os resultados encontrados mostraram 
que o construto contendo o transgene hGH estava presente em aproxima- 
damente 30% dos ejaculados. No entanto, apesar dos espermatozoides não 
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terem sido utilizados para a fertilização in vitro, pelo fato de ter se mantido 
íntegro ao longo da espermatogênese, aparentemente o transgene foi inte- 
grado ao DNA do caprino de maneira estável. 


28.5 CONCLUSÕES 


Embora até o presente momento a produção de animais transgênicos 
tenha utilizado principalmente as ES, para a maioria das espécies (mamí- 
feros não roedores) essa tecnologia não está disponível ou é até mesmo 
pouco eficiente. Diante dessas limitações, as SSC têm se apresentado como 
interessante alternativa para a transgenia, particularmente pelo fato de a 
manipulação genética prévia ou in vitro de uma única SSC, seguida do trans- 
plante, propiciar a obtenção de número bastante elevado de gametas que 
carreiam o genoma modificado para as gerações subsequentes. Os méto- 
dos usualmente utilizados para modificar as SSC in vitro são baseados em 
vetores virais, com destaque para os lentivírus, que são capazes de trans- 
duzir com maior eficiência células que apresentam divisão lenta, a exem- 
plo das SSC. No entanto, por questões de biossegurança, a nucleofecção 
surgiu como método alternativo (não viral), permitindo entregar, com alta 
eficiência, grandes fragmentos de DNA diretamente no núcleo das SSC. Em 
síntese, embora outras biotecnologias estejam disponíveis, em associação 
com a técnica de transplante de células germinativas, a utilização de SSC 
geneticamente modificadas representa uma abordagem com excelente poten- 
cial para a produção de animais transgênicos, particularmente quando são 
consideradas outras espécies de vertebrados que não mamíferos roedores. 


28.6 PERSPECTIVAS FUTURAS 


Pelo fato de a eficiência atual de transfecção das SSC não ser muito alta, 
a busca por metodologias que otimizem a transfecção celular constitui uma 
importante barreira a ser ainda superada. Portanto, outras metodologias 
mais eficientes de transfecção de SSC são necessárias e, dentre aquelas 
potencialmente relevantes, pode ser citada a nanobiotecnologia, que já se 
encontra disponível. 

O xenoenxerto de suspensões de células testiculares contendo SSC previa- 
mente modificadas se apresenta como técnica alternativa com alto potencial 
para a produção de animais transgênicos. Essa importante biotecnologia, 


1158 Biotecnologia Aplicada à Saúde 


que foi desenvolvida em 2007 por Honaramooz e colaboradores”?!*, consiste 


na obtenção de suspensões de células testiculares que são enxertadas (trans- 
plantadas) na região subcutânea do dorso de camundongos imunodeficien- 
tes, onde a formação de novo do testículo é observada, com a produção de 
espermatozoides férteis de várias espécies já investigadas?!72!8, 

Numa outra vertente, embora não totalmente inserida no escopo do 
presente capítulo, vale a pena mencionar que a transdiferenciação das SSC 
através de engenharia tecidual se apresenta como uma abordagem em poten- 
cial para a produção de tecidos ou órgãos transgênicos?!??0, os quais, por 
exemplo, podem ser transplantados para indivíduos imunologicamente 
compatíveis. 

Conforme mencionado ao longo do presente capítulo, existem diversas 
possibilidades para se produzir animais transgênicos a partir da modifica- 
ção das SSC. Certamente, a utilização das tecnologias desenvolvidas com 
essas metodologias trará inúmeros benefícios para a sociedade moderna, 
como, por exemplo, a geração de animais apresentando maior resistência a 
doenças, maior ganho de peso ou mesmo daqueles que minoram a poluição 
ambiental decorrente dos sistemas de criação, possibilitando, assim, a pro- 
dução de alimentos ecologicamente sustentáveis. 
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SOBRE A COLECAO 


BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE E . 
AGRO&INDÚSTRIA: FUNDAMENTOS E APLICAÇÕES 


Certa vez perguntaram-me “Por que fazer um livro de tamanha enverga- 
dura e alcance?”, e mal sabia o colega cientista que seriam quatro livros... 
Nesta coleção, a intenção foi reunir, em uma obra didática, sucinta e objetiva, 
os fatos mais novos na literatura com os conhecimentos clássicos dos temas 
disponíveis em obras separadas. Para se ter todo o escopo de Biotecnologia 
Aplicada à Saúde e Biotecnologia Aplicada à Agroindústria, dividimos o pri- 
meiro tema em três volumes e dedicamos ao segundo um volume exclusivo, 
totalizando quatro volumes cujos tópicos são todos abordados nos cursos de 
pós-graduação em Biociências e Biotecnologia, dentre outros. 

Ao todo, foram 75 autores no primeiro livro, 97 no segundo, 90 no terceiro e 
114 no quarto, totalizando 376 autores, entre professores e cientistas de referên- 
cia nacional e internacional, de 78 laboratórios de pesquisa diferentes, que atuam 
em mais de 150 programas de pós-graduação no país, em 49 departamentos de 
39 universidades, e mais 27 institutos de pesquisa distintos. Praticamente todos 
os programas de pós-graduação em biotecnologia estão presentes nesta obra. O 
objetivo do livro, que é único no mercado, é justamente atender ao maior público 
possível, entre alunos de pós-graduação e graduação. Um tópico em cada capítulo 
abordará os aspectos históricos e básicos que conduziram às técnicas e modelos 
apresentados, de extrema utilidade e didático para cursos de graduação. Por isso, 
envolvemos 69 instituições de ensino e pesquisa, de todos os estados do Brasil. 

Seguindo nessa direção e no sentido de produzir um livro dirigido tanto a alu- 
nos de graduação quanto de pós-graduação, assim como àqueles profissionais que 
queiram se introduzir na área de biotecnologia utilizando técnicas modernas e o 
uso de qualquer tipo de modelo celular, disponibilizamos, em um tópico de cada 
capítulo, as metodologias e procedimentos para a realização de experimentos. 
Trata-se de um guia prático e simples para a bancada de experimentos complexos. 
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